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Résumé
De plus en plus de travaux en neurosciences commencent à apporter des
éléments de réponse quant aux mécanismes moléculaires responsables de l’élaboration
de la mémoire et de l’apprentissage. Depuis le début des années 1970, les progrès
scientifiques importants dans ce domaine ont été réalisés chez l’aplysie. La sérotonine
(5-HT) est un neurotransmetteur qui joue un rôle déterminant chez cet invertébré dans
l’activation et la modulation de ces phénomènes par l’intermédiaire de récepteurs
couplés aux protéines G. Il reste que même si l’on réduit le système à sa plus simple
expression biologique, l’action de ce neurotransmetteur mobilise une réponse qui ne peut
s’expliquer totalement par les éléments connus jusqu’à maintenant. Dans cette optique,
nous avons entrepris des travaux qui consistent à identifier ces récepteurs
sérotoninergiques. De plus, nous voulons caractériser les mécanismes moléculaires
responsables de l’action de ces récepteurs. Pour y parvenir, nous avons utilisé une
approche de criblage d’une banque d’ADNc du système nerveux central ($NC) de
l’aplysie pour cloner de nouveaux récepteurs sérotoninergiques.
Dans un premier temps, nous avons donc complété la caractérisation moléculaire
et pharmacologique du récepteur 5HTap2, qui s’est avéré être le second récepteur à 5-HT
couplé négativement à l’adénylate cyclase identifié chez l’aplysie. Nous nous sommes
concentrés par la suite à déterminer la cartographie de l’expression des récepteurs 5-
HTapi et 5HTap2, deux récepteurs couplés à G et exprimés dans le SNC. Par hybridation
in situ, nous avons déterminé que l’ARNm de ces deux protéines était exprimé dans la
majorité de grappes de cellules sensorielles chez l’aplysie en comparant la localisation
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des signaux d’hybridation avec ceux de la sensorine. Nous avons également confirmé le
rôle potentiel d’autorécepteur de ces deux protéines par la détection de leur expression
dans plusieurs neurones sérotoninergiques.
Finalement, nous avons également identifié un récepteur dopaminergique durant
nos criblages. Le récepteur Apd0pl est un récepteur de type D 1, donc couplé positivement
à l’adénylate cyclase et qui est également capable d’augmenter la concentration en
AMPc suite à la liaison de 5-HT et d’octopamine, mais ce à des concentrations élevées.
Ce nouveau récepteur possède également une activité constitutive qui augmente le seuil
d’excitabilité des neurones sensoriels microinjectés. Par conséquent, nous venons donc
d’identifier le premier récepteur dopaminergique, exprimé dans Je SNC de l’aplysie, et
qui potentiellement pourrait être impliqué dans la modulation de la réponse de
renforcement.
Nos travaux nous ont donc permis de nous doter d’outils moléculaires et
pharmacologiques essentiels pour mieux comprendre l’importance des récepteurs à 5-
HT couplés négativement à l’adénylate cyclase dans la modulation de la mémoire et
l’apprentissage chez l’aplysie. De plus, nous avons entrepris l’exploration du rôle de la
dopamine et d’un récepteur dopaminergique dans le SNC de l’aplysie, particulièrement
dans la réponse de renforcement.
Mots clés: Aplysie, mémoire, apprentissage, sérotonine, dopamine, récepteurs
couplés aux protéines G.
Abstract
The experimental model Aplysia has been a very useful system te study the
cellular and molecular mechanisms of behavioral modification. Much emphasis has been
placed in the signaling cascade involved in modulating ionic channeis or synaptic
transmission. On the other hand, few studies have been devoted te the receptor family of
one major neuromodulater in this system, serotonin (5-HT). Serotonin is an important
neurotransmitter in activating molecular cascades essential in learning and memory
processes in this invertebrate via binding to G protein-coupled receptors. Littte was
known about the overali functions of 5-HT in these mechanisms, as we had net
identified the 5-HT receptors implicated in synapse modulation.
In order te further understand serotonergic pathways implicated in behavioral
modification, we estabiished screening experiments te characterize new serotonergic
receptors in Aptysia and te eventually understand their cellular distribution, their
activation and signaling mechanisms. Our main approach was te screen a cDNA library
frem the central nerveus system (CNS) by PCR amplification.
We have first reported the molecular and pharmacological characterization of a
nevel 5-HT receptor, 5HTap2, which is negatively ceupled te adenylate cyclase. We
then further investigated the mR}JA distribution of the twe known G-coupled receptors
in Aplysia CNS, 5HTapi and 5HTap2. By in situ hybridization, we observed the presence
of both receptors in almost ail sensery neuren clusters of various reflexes by cenparing
hybridizatien signai with those identified with a senserin probe specific te
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mechanoreceptors. We also confirmed expression of both receptors in some presynaptic
serotonergic neurons, suggesting a possible autoreceptor role for these proteins.
We further identified a novel dopamine receptor in our original screen. The
APdopl receptor is similar to the mammalian Dl family and is coupled positively to
adenylate cyclase. Afier binding to Apu01 receptor, dopamine, but also 5-HT and
octopamine at rather higher concentrations, induce an increase in [cAMPJ in ceils
expressing this receptor. We also observed a significant constitutive activity of the
receptor in sensory neurons expressing recombinant Apd01. Expression of Apd01
receptor increases the threshoÏd of excitability of these neurons in an agonist
independent way.
Ail these resuits gave yield molecular and pharmacological tools to further
investigate how G-coupled 5-HT receptors are essential in modulating leamirig, and
memory in Aptysia. In addition, we are now able to determine the importance of
dopamine and more speciflcaily of a G-coupÏed dopamine receptor, in reinforcement
responses in these processes.
Key words: Aplysia, learning, memory, serotonin, dopamine, G protein coupled
receptor.
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1Introduction
1.1 Apprentissage et mémoire
Lhornme a toujours cherché à comprendre comment il apprend, mémorise et
oublie. Pour en faire une définition simpliste, l’apprentissage est l’acquisition de
nouvelles informations ou connaissances, et ta mémoire colTespond à la rétention de
Finfonriation acquise. Lun des défis majeurs des neurobiologistes est de déterminer
comment ces informations sont traitées et stockées par les divers processus neuronaux.
Plusieurs physiologistes et psychologues ont répertorié des distinctions entre différentes
catégories de mémoire (Squire & Kandel, 1999). Par conséquent, il a été établi que le
stockage des faits et des événements fait appel à la mémoire déclarative, alors que
l’apprentissage des habilités motrices ou des comportements implique la mémoire
procédurale. Il est compliqué d’étudier la mémoire déclarative puisqu’il est difficile de
quantifier et de percevoir ce type de rétention d’informations cognitives. Puisque la
mémoire procédurale correspond à l’apprentissage d’une réponse motrice en réaction à
une stimulation sensorielle, il est beaucoup plus accessible d’étudier ce type
1.1 Apprentissage et menioire 2
d’apprentissage car il peut se former le long de simples voies de réflexes qui lient les
sensations à des mouvements. L apprentissage procédural se divise en deux catégories:
l’apprentissage non associatif et l’apprentissage associatif
1.1.1 Apprentissage non associatif
L’ apprentissage non associatif, comme l’habituation et la sensibilisation,
décrit les changements observés, avec le temps, d’une réponse comportementale à un
seul type de stimulus (Figure 1.1). L’habituation consiste à apprendre à ignorer un
stimulus, à un arrêt de réponses motrices suite à la présentation répétée d’un stimulus
(Figure 1.1A). Par exeiriple, lorsqu’on lit un livre, on reste insensible aux voitures qui
passent à l’extérieur de la maison. La sensibilisation correspond à un renforcement de la
réponse à tous les stimuli, y compris à ceux qui n’évoquaient aucune ou une faible
réponse auparavant (Figure 1.13). Lorsqu’il y a une soudaine perte d’éclairage à notre
domicile, on devient sensible, on sursaute à tous bruits qui normalement ne nous
troublent aucunement, comme la sonnerie du téléphone.
1.1.2 Apprentissage associatif
L’apprentissage associatif consiste à l’association d’événements ou de stimuli
entre eux. Le conditionnement classique et instrumental sont des formes d’apprentissage
associatif. Le conditionnement classique a été découvert et défini par le physiologiste
russe Ivan Pavlov au début de ce siècle (Kandel et al., 1991). 11 repose sur l’association
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Figure 1.1- Divers types d’apprentissage non associatif. (A) Habituation. La présentation
répétitive d’un stimulus produit une diminution de la réponse. (3) Sensibilisation. Un stimulus
intense (t) provoque une réponse exagérée à tous les stimuli qui suivent. figure adaptée de Bear
et al. (1999).
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d’un stimulus qui évoque une réponse mesurable avec un second stimulus qui ne
provoque pas cette réponse. L expérience de Pavlov sur un chien permit la découverte
quun animal apprend à associer le son «une cloche (stimulus conditionnel, SC) à la
présentation de nourriture (stimulus inconditionnel, SI) (Figure 1 .2A). Le stimulus
conditionnel provoque une réponse suite à un apprentissage, comme dans ce cas-ci le
son de la cloche. Le second stimulus est de type inconditionnel car la réponse ne
nécessite aucun apprentissage, comme la salivation d’un chien suite à la présentation de
nourriture. Pour obtenir l’association de ces deux stimuli, il faut un certain nombre de
conditions relatives à la ponctualité des opérations. Une fois que l’on enlève la viande, le
son de la cloche est suffisant pour faire saliver le chien. Par conséquent, les mécanismes
synaptiques impliqués dans le conditionnement classique doivent refléter ces contraintes
temporelles.
L apprentissage instrumental consiste à reconnaître une relation entre un
comportement donné et un stimulus (le renforcement). C’est le psychologue Edward
Thorudike qui a défini ce type d’apprentissage (Kandel et al., 1991). Par exemple, un
animal va apprendre à associer Fappuie d’un levier avec l’accès à de la nourriture
(Figure 1 .2B). Également, le conditionnement instrumental se produit si la réponse a
pour but d’éviter un stimulus douloureux comme un choc électrique. Comme pour le
conditionnement classique, les contraintes de déroulement de l’apprentissage dans le
temps sont importantes. Un élément clé du conditionnement instrumental est
l’événement de renforcement, soit la corrélation entre l’expression d’un comportement
instrumental et l’apport d’un renforcement.
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figure 1.2- Apprentissage associatif. (A) Conditionnement classique. Apprentissage de
l’animal à associer le son d’une cloche (stimulus conditionnel, SC) à la présentation de
nourriture (stimulus inconditionnel, SI). Le stimulus inconditionnel entraîne la salivation du
chien suite à la présentation de nourriture. Le stimulus conditionnel (SC) provoque une réponse
suite à un apprentissage, comme dans ce cas-ci au son de la cloche. Une fois que l’on enlève la
nourriture, le son de la cloche est suffisant pour faire saliver le chien. figure adaptée de
www.encarta.rnsn.com. (B) Conditionnement instrumental. Boîte de Sldnner où la souris
apprend à associer l’appuie d’un levier, bruits, signaux lumineux avec l’accès à la nourriture, ou
éviter un choc électrique suite à un certain stimulus (présentation de signaux lumineux). Figure
adaptée de feldman (2004).
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1.1.3 Mémoire à court terme et long terme
La mémoire est un phénomène qui possède une dimension temporelle. Selon ce
critère, on distingue donc deux types de mémoires, soient la mémoire à court terme et la
mémoire à long terme. La mémoire à court terme est de courte durée et à capacité
limitée. L’information emmagasinée à court terme peut être oubliée rapidement par
l’intervention d’un événement perturbateur. La mémoire à long terme présente donc un
caractère plus durable, avec une capacité accrue et qui ne nécessite pas de répétition
continue de l’apprentissage. Quels sont les mécanismes biochimiques impliqués dans le
transfert de la mémoire à court terme à long terme? Suite aux travaux de Santiago
Ramôn y CajaÏ, l’idée d’étudier chez les mammifères les phénomènes cellulaires
responsables de l’emmagasinage de l’information fut jugé très difficile, presque
impossible (Squire & Kandel, 1999). Chez les mammifères, les modifications
synaptiques peuvent impliquées 10 à 100 milliards de neurones. Chaque neurone peut
effectuer plus de 1000 connections, ou synapses, pour un total de 1014 connections
synaptiques. Par conséquent, ces considérations incitèrent plusieurs chercheurs à étudier
le système nerveux rudimentaire d’invertébrés pour comprendre les mécanismes
cellulaires et moléculaires, particulièrement les modulations synaptiques et les
changements d’excitabilité des neurones, engendrant la mémoire suite à l’apprentissage.
L’idée était de tirer profit de la simplicité de ces organismes, possédant des systèmes
nerveux simples accessibles à l’analyse cellulaire et moléculaire des comportements. Les
découvertes faites sur les invertébrés permirent donc une extrapolation et une
transposition des connaissances chez des modèles mammifères comme la souris.
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1.2 Aptysia californica: un modèle de choix
Depuis une quarantaine d’années, Aplvsia calfornica a été grandement utilisé
comme modèle d’étude pour identifier les mécanismes modulant la mémoire et
l’apprentissage. Après avoir été appelé Lernea, Tethvs timacina et Laptysia depitans, le
tenue générique ApÏysia («qui ne se lave pas») a été donné par Gmelin en 1789 (Eales,
1921). L’aplysie a été comparé à un grand escargot marin par Pline l’Ancien dans
Naturalis Flistoria (premier siècle après JC), et par Galien et Claudius AeÏian un siècle
plus tard. Initialement, il a été surnommé Lepus marintts, le lièvre marin, puisqu’il
rappelle un lapin lorsqu’il est en position contracté à cause de ses gros et longs
tentacules postérieurs et de son corps mou (Eales, 1921). L’aplysie est un mollusque
gastéropode du genre ApÏysia des opistobranches. L’espèce la plus utilisée par les
physiologistes est Aptysia caflfornica que l’on retrouve sur la côte californienne.
L’aplysie est un herbivore qui se nourrit d’algues marines. Son cycle de vie s’étend sur
une aimée. On retrouve principalement une période de forte croissance vers la fin de
l’été, suivie par une période de ponte en automne qui précède de très peu la mort.
Chaque animal peut pondre plus d’un million d’oeufs. Suite à la ponte, les oeufs écloront
approximativement 12 jours plus tard pour donner naissance à des larves, appelées
véligères. Le processus se poursuit par la métamorphose en aplysie juvénile (37 jour),
puis en aplysie sexuellement mature (12O jour) (Kriegstein et al., 1974; Kandel, 1976,
1979) (figure 1.3).
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Figure 1.3- Cycle vital de l’aplysie. Après l’éclosion, le développement se divise en quatre
phases: le stade véligère (jours l-34), la métamorphose (jours 34-37), le stade juvénile (jours 37-
120), et le stade adulte. L’apparence extérieure de chacune des phases est illustrée. L’aplysie
sexuellement mature
(120ême
jour) dépose les oeufs sous forme d’une masse gélatineuse
constituée d’un long chapelet de capsules contenant chacune de 15 à 20 oeufs. Image adaptée de
Kriegstein et al. (1974).
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La morphologie de l’aplysie adulte présente les caractéristiques classiques des
mollusques: une tête, un pied, un manteau et une masse viscérale (Figure 1 .4A). Plus
spécifiquement, la tête est constituée d’une bouche, deux yeux de petite taille et deux
tentacules chérnosensoriels. Ces tentacules sont utilisés pour la détection et l’ingestion
de nourriture (Kandel, 1976). Le pied, s’étendant sur toute la longueur de l’animal, est
un énorme muscle locomoteur. Les parapodes, qui sont deux extensions latérales du
pied, se referment sur le dos de l’animal et ainsi aident à la natation (Figure 1.4A).
L’épidernie du manteau s’allonge vers l’arrière pour former le siphon, à la base duquel
se situe l’anus dont l’ouverture est contrôlée par un sphincter. La cavité du manteau
s’ouvre antérieurement pour découvrir la branchie, la glande pourpre (ou opaline), les
pores rénal et génital. La glande pourpre sécrète une encre pourpre foncée servant
d’écran protecteur en cas de danger (Figure 1 .4B). Tous ces organes recouvrent la masse
viscérale composée du coeur, du tractus gastro-intestinal et des systèmes reproducteur et
urinaire (Kandel, 1976).
1.2.1 Système nerveux de l’aplysie
L’aplysie possède un système nerveux central simple constitué de neurones de
grandes tailles et facilement identifiables (Mazzarelli, 1893; Bergh, 1902; Arvanitaki &
Cardot, 1941). Comparativement au cerveau mammifère, on ne dénombre que 20 000
cellules nerveuses chez cet invertébré. En plus d’être en nombre inférieur, ces neurones
peuvent atteindre des dimensions allant jusqu’à 1 mm de diamètre, suffisamment grands
pour être visible à l’oeil nu. De telles dimensions font de ces cellules les plus grosses
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Figure 1.4- Illustration de l’aplysie. (A) Vue de côté de l’animal situant la tête, le manteau, la
masse viscérale, le pied et les tentacules (antérieur ou ant.; et postérieur post.). (B) Vue dorsale.
Les parapodes sont écartés pour distinguer des structures comme le siphon, la branchie et autres
organes qui normalement ne sont pas exposés. Les ganglions (g.) du système nerveux sont
montrés en superposition, soient les ganglions abdominal et cérébral et les ganglions de la tête
(pleural, pédal, cérébral et buccal). Figure adaptée de Kandel (1976).
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cellules nerveuses retrouvées dans le règne animal (Kandel, 2001) (figure 1.5A). Le
système nerveux central (SNC) de l’aplysie est constitué de quatre paires de ganglions
(buccaux, cérébraux, pleuraux et pédaux), ou ganglions de la tête, formant un anneau
symétrique autour de l’oesophage et d’un ganglion unique situé sous l’oesophage, le
ganglion abdominal (figure 1 .5B). Les ganglions d’une paire sont reliés par un réseau de
fibres nerveuses appelés commissure et aux autres ganglions par des connectifs. Chaque
ganglion est constitué d’environ 2000 neurones et d’un nombre encore plus grand de
cellules gliales. Puisque les ganglions sont bien espacés, il est facile de les analyser et de
les manipuler individuellement.
Comme tous les systèmes nerveux, les ganglions des invertébrés se séparent en
deux zones: une zone cellulaire contenant les corps cellulaires des neurones et une zone
fibreuse, appelée neuropile, contenant les neurites. Contrairement à l’organisation chez
les vertébrés où les zones se confondent, elles sont clairement identifiables chez les
invertébrés. Les corps cellulaires sont organisés en sphères, proches de la surface
externe du ganglion. Chaque neurone dirige son axone vers la neuropile retrouvée dans
la région centrale du ganglion. La neuropile est en fait un champ synaptique important
contenant les connexions qui existent entre les neurones «un même ganglion et les
axones provenant des autres ganglions. Étant donné que l’on retrouve les corps
cellulaires en périphérie des ganglions, il nous est donc possible d’observer et
d’identifier des cellules spécifiquement sur un ganglion intact et d’effectuer des
enregistrements intracellulaires des potentiels d’action de ces cellules géantes. En plus
des ganglions constituants le $NC, on retrouve chez l’aplysie de petits groupes de
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figure 1.5- Système nerveux de l’aplysie. (A) Ganglions du système nerveux central.
Photographie du ganglion abdominal pour montrer la dimension des cellules. Figure modifiée de
Kandel (1979); Squire & Kandel (1999). (B) Plan général du système nerveux de l’aplysie en
relation avec les autres organes. Les ganglions de la tête (indiqués en rouge) forment un anneau
autour de l’oesophage. Adaptée d’Eales (1921).
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neurones périphériques. Ces neurones innervent directement certains organes engendrant
ainsi des réponses locales indépendantes du SNC (Kandel, 1979).
Au niveau de leur structure cellulaire, les cellules nerveuses des vertébrés sont
similaires à celles des invertébrés. Par contre, la position de l’arborescence dendritique
est différente. Chez les vertébrés, où il existe un large éventail de variations, les cellules
nerveuses sont multipolaires; un axone émerge du corps cellulaire et un ou plusieurs
dendrites émergent d’autres points (figure 1.6). Chez les invertébrés, comme l’aplysie,
les neurones sont plutôt monopolaires. Ainsi, un axone émerge du corps cellulaire et les
dendrites de cet axone (Figure 1.6). Normalement, on retrouve peu de synapses au
niveau du corps cellulaire. Elles sont distribuées en majorité le long des dendrites
(Kandel et al., 1991).
1.2.2 Caractéristiques des ganglions du SNC
Les quatre paires de ganglions formant l’anneau, présentent des caractéristiques
morphologiques, biologiques et physiologiques particulières. Les ganglions buccaux
sont les plus petits ganglions avec des neurones qui peuvent atteindre des diamètres
entre 100 et 200 .tm. Utilisant plusieurs critères, Gardner (1971) et Kandel (Gardner &
Kandel, 1972) identifièrent 11 grosses cellules dans chaque ganglion buccal (Figure
1.7). Pour chacune de ces cellules, une cellule jumelle est retrouvée du côté opposé du
ganglion symétrique avec des propriétés physiologiques et fonctionnelles similaires. Les
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Figure 1.6- Structure des cellules nerveuses des vertébrés et des invertébrés. Les neurones
d’invertébrés sont monopolaires. Les dendrites émanent de l’axone principal et forment des
synapses avec des cellules présnaptiques. Les neurones des vertébrés sont multipolaires, avec
ramifications dendritiques à chaque pôle. Adaptée de Squire et Kandel (1999).
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figure 1 .7- Carte des différents neurones identifiés dans les ganglions buccaux. Positions
symétriques des cellules des deux ganglions. Ces cellules sont identifiées par un nombre et les
lettres BL (pour «buccal lefi» ou buccal gauche) et BR (< buccal hght » ou buccal droit). figure
adaptée de Gardner (1971).
1.2 Aplysici californica: un modèle de choix 16
ganglions buccaux innervent le pharynx, les glandes salivaires, l’oesophage, la portion
antérieure du tube digestif et les muscles de la masse buccale (Kandel, 1979).
Les ganglions cérébraux innervent diverses structures sensorielles comme la
bouche, les yeux, les tentacules antérieurs et postérieurs. Ils sont composés
essentiellement de petites cellules (30-50 p.m de diamètre). Ils contrôlent différents
aspects du processus d’alimentation. Deux cellules géantes symétriques, les cellules
métacérébrales (MCC pour «metacerebral cells»; 250 iim de diamètre), se démarquent
par leur rôle central dans la modulation de l’action motrice dans l’alimentation (Kandel,
1979).
Les ganglions pédaux se situent au niveau ventrolatéral de l’aplysie. Ces
ganglions ne sont pas complètement symétriques puisque le ganglion droit est plus grand
et est relié à plus de nerfs périphériques que le ganglion gauche. Ces ganglions
constituent l’agrégat de cellules nerveuses le plus imposant du SNC. Ces neurones
peuvent atteindre 150 à 300 im de diamètre. Ils innervent le pied, les parapodes, la tête
et le pénis. Par conséquent, ils contrôlent les mouvements de locomotion en général,
ainsi que la sécrétion de mucus par le pied et la peau (Kandel, 1979).
Les ganglions pleuraux sont situés à côté des ganglions pédaux. Il y a une
différence entre le ganglion pleural gauche et le droit. On retrouve dans le ganglion
pleural gauche une cellule de très grande taille (800 jim de diamètre), appelée «lefi giant
ceil» ou LP 1. Cette cellule possède des propriétés physiologiques similaires à celles de
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la cellule géante R2 retrouvée dans l’hémisphère droit du ganglion abdominal (Hughes
& Tauc, 1963; Giller & Schwartz, 1971). La stimulation électrique de ces ganglions
conduit à la contraction et/ou à l’inhibition de la contraction de la branchie (Kandel,
1979). Également, on retrouve un amas de cellules sensorielles, l’amas ventro-caudal
(VC pour «ventrocaudal clusters»). Ces neurones, par leur nombre important, leur
accessibilité et leur apparente uniformité au niveau des réponses enregistrées sont
grandement utilisés pour l’étude de la plasticité synaptique chez l’aplysie (Walters & al.,
1983; 2004).
Contrairement aux ganglions constituants l’anneau de la tête, le ganglion
abdominal est asymétrique. Il contrôle différentes fonctions viscérales (reproduction,
circulation et excrétion), les mouvements de rétraction défensive des organes extérieurs
(du siphon et de la branchie notamment) et du manteau, certains processus
neuroendocriniens (ponte des oeufs, équilibre osmotique) et neuroglandulaires (sécrétion
d’encre). Il est divisé en deux hémisphères: droit (ou «right»: R) et gauche (<defi>x L). Il
existe une cartographie détaillée de la position de la majorité des neurones constituant ce
ganglion (Figure 1.8). Ces cellules nerveuses sont de coloration et de taille variables
pouvant aller, pour les plus grosses, jusqu’à 1 mm de diamètre (cellules L2 à L6 et R2)
(Kandel, 1976; Koester & Kandel, 1977).
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Figure 1 .8- Cartographie des neurones dans le ganglion abdominal de l’aplysie. Vue dorsale
du ganglion abdominal montrant les neurones moteurs de la branchie (en pourpre) participant
dans la modulation du retrait de la branchie. Les neurones sont identifiés par la lettre L (pour
«left» ou gauche) ou R (pour «right» ou droit). Les neurones moteurs portent le suffixe G pour
«gili» ou branchie. Figure adaptée de Squire & Kandel (1999) et Frazier et al. (1967).
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1.2.3 Avantages de l’aplysie sur le plan expérimental
La description détaillée du SNC de l’aplysie nous permet de mettre en
perspective les grands avantages de cet organisme sur le plan de l’expérimentation.
L’aplysie possède donc un (1) système nerveux de petite taille, contenant plus ou moins
10 millions de fois moins de neurones que le cerveau humain. (2) Ces neurones sont de
grosse taille, atteignant des diamètres importants facilitant les études
éfectrophysiologiques. (3) Il est facile d’identifier ces cellules nerveuses puisqu’il existe
des cartographies détaillées. Aussi, les neurones d’aplysie peuvent être classés par taille,
lieu et propriétés électrophysiologiques. (4) Les circuits neuronaux sont reconnaissables
chez Ï’aplysie puisque les neurones identifiés établissent les mêmes connexions entre
eux, d’un individu à l’autre. Finalement, (5) l’aplysie possède une génétique simplifiée.
Un petit génome et un cycle de vie relativement court en font un sujet potentiel de choix
pour l’étude de la génétique et de la biologie moléculaire de l’apprentissage.
1.3 Neurobiologie de l’apprentissage chez l’aplysie
Les comportements observables et modulables chez l’aplysie sont assez limités
quand au nombre mais restent quand même complexes (Kandel, 1979). À l’échelle
cellulaire, un comportement donné n’implique qu’une centaine de cellules nerveuses,
permettant potentiellement de déterminer le circuit neuronal complet générant ce
comportement (Kandel, 2001). Puisque l’on peut identifier la majorité des neurones, il
est donc possible d’associer les changements dans les propriétés individuelles de ces
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neurones et de les colTéler à un comportement. L’aplysie permet d’associer des
changements cellulaires spécifiques survenant lors d’un comportement particulier. Il est
par la suite possible d’identifier les événements moléculaires et biochimiques sous
jacents ces changements cellulaires observés (Byrne, 1987).
Irving KupfenTiarni et Eric R. Kandel identifièrent de simples réflexes défensifs
qui s’apparentent au retrait de la main suite au contact avec un objet chaud (Kandel,
1979, 2001). Lorsqu’un faible stimulus est appliqué au siphon, la queue se contracte et le
siphon et la branchie se rétractent sous le manteau pour se protéger (Figure 1.9). Il est
possible de modifier ce réflexe par trois formes d’apprentissage: l’habituation, la
sensibilisation et le conditionnement classique.
1.3.1 Habituation chez 1’ aplysie
L’habituation est une forme d’apprentissage simple non associative qui a été
étudiée en détail chez l’apÏysie. Une légère pression tactile sur le siphon de l’aplysie
provoquera une contraction de celui-ci et de la branchie. Cependant, si le stimulus est
répété, l’animal le reconnaîtra comme anodin et cessera de se contracter. L’aplysie est
donc «habitué». On sait maintenant qu’en réponse à une stimulation, un potentiel
excitateur est généré par les neurones sensoriels du siphon qui innervent à la fois les
neurones moteurs de la branchie et des intemeurones (Figure 1.1 OA). Les potentiels
synaptiques s’additionnent et provoquent une forte décharge dans les cellules motrices,
entraînant une contraction musculaire de la branchie. Lorsque le stimulus est présenté à
1.3 Neurobiologie de / ‘apprentissage chez Aph’sia 21
Relaxé
branchie
siphon
Retrait
Figure 1 .9- Réflexe du retrait de la branchie, du siphon et de la queue. Suite à l’application
d’un stimulus sur le siphon, on remarque le retrait de la queue, du siphon et de la branchie sous
le manteau. Figure inspirée de Kandel (2001).
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figure 1.10- Habituation étudiée au niveau cellulaire. (A) Représentation simplifiée de
l’organisation anatomique du réflexe de retrait. Le neurone sensoriel détecte les stimuli
appliqués sur la peau du siphon et est en contact avec le neurone moteur responsable de la
contraction de la branchie. (B) Une stimulation au niveau du neurone sensoriel engendre un
potentiel synaptique qui provoque une décharge du neurone moteur. (C) Illustration du protocole
utilisé pour produire l’habituation. Lorsque le stimulus est répété, il y a diminution de la réponse
au niveau du neurone moteur, figure adaptée de Carew et al. (1971); Pinsker et al. (1973); Bear
et al. (1999).
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répétition, les potentiels synaptiques engendrés dans les neurones moteurs diminuent
graduellement, ayant comme résultat une diminution de la réponse motrice (Figure
1.YOB). Cette réduction de réponse est due en grande partie à la diminution de la
libération de neurotransmetteur par les neurones sensoriels, un site important de
changements dans le circuit impliqué dans le réflexe de retrait de la branchie
(Castellucci & Kandel, 1974). De plus, on observe également une diminution dans le
nombre de connections synaptiques. Ces changements, appelés dépression, peuvent se
conserver à long terme (Castellucci et al., 197$).
1.3.2 Sensibilisation du réflexe de la branchie
Il est également possible de «faciliter» le réflexe du retrait de la branchie en
faisant précéder le stimulus faible par un second stimulus appliqué à une autre partie du
corps. Ce second stimulus est souvent une forte stimulation tactile ou douloureuse,
comme par exemple un choc électrique. Dans ces conditions, la réponse du neurone
moteur de la branchie est supérieure à celle enregistrée suite à la faible stimulation. Eric
Kandel, Irving Kupferrnann, Harold Pinsker, Vincent F. Castellucci, Thomas J. Carew et
Robert Hawkins établirent les paramètres nécessaires pour engendrer la facilitation du
réflexe (Kandel, 2001). Ainsi, ils ont identifié une fonrie d’apprentissage où les
modifications de la plasticité synaptique étaient corrélées au comportement.
Contrairement à l’habituation qui est un processus hornosynaptique, la sensibilisation est
dite hétérosynaptique car elle implique deux circuits nerveux différents (Figure 1.11)
(Byme & Kandel, 1996).
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Figure 1.11- Organisation anatomique des voies impliquées dans la sensibilisation. (A) Un
stimulus sensibilisateur appliqué à la tête de l’aplysie active un neurone facilitateur
sérotoninergique qui va relâcher de la sérotonine (5-HI). La 5-HI va faciliter la terminaison de
l’axone sensoriel et entraîner une sensibilisation de ta réponse motrice. (B) lype de préparation
utilisée pour mesurer les paramètres du réflexe. (C) Protocole utilisé pour produire la
sensibilisation. Figure modifiée de Carew et al. (1971); Pinsker et al. (1973); Bear et al. (1999).
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1.3.3 Conditionnement classique chez I’ aplysie
Il est possible d’augmenter la réponse d’un reflex plus efficacement et plus
longtemps que lors de la sensibilisation. Il suffit de forcer l’animal à associer un
stimulus conditionnel (provoque une réponse suite à un apprentissage) à un stimulus
inconditionnel (qui ne nécessite pas d’apprentissage pour provoquer une réponse). Le
stimulus inconditionnel (SI) est normalement un choc violent sur la queue et le stimulus
conditionnel (SC), une légère stimulation du siphon qui ne provoque normalement
qu’une faible réponse. Si la stimulation de la queue est appariée avec une stimulation du
siphon, la réponse à la stimulation du siphon est alors augmentée (conditionnement
classique). Au point de vue des circuits cellulaires impliqués, le conditionnement
classique utilise les mêmes que la sensibilisation. Un choc sur la queue active des
intemeurones modulateurs, principalement sérotoninergiques, qui sont connectés aux
neurones sensoriels du siphon. Ce qui distingue le conditionnement de la sensibilisation
est la fenêtre de temps entre l’appariement des deux stimuli (Carew et al., 1983; Hawkins
et al., 1983, 1986). Le conditionnement n’agit que si le SC précède le SI de 0,5 secondes
au maximum (Squire & Kandel, 2001).
1.3.4 Circuits neuronaux du réflexe de retrait du siphon et de la queue
Les circuits neuronaux modulant les réflexes de défense ont été grandement
étudiés chez l’aplysie. On connaît les circuits impliqués dans l’induction des réflexes de
retrait du siphon et de la queue (f igure 1.12). Ces réflexes impliquent les ganglions
abdominal, pleuraux et pédaux (Marinesco & Carew, 2002; Bristol et al., 2004). Un
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Figure 1.12- Représentation schématique du circuit neuronal modulant les réflexes de
retrait de la queue et du siphon. Les corps cellulaires des neurones sont dans les ganglions
abdominal, pleural et pédal. Une stimulation tactile sur la queue ou le siphon active les neurones
sensoriels de la queue (TSN) ou du siphon (SSN), ce qui excite les MNs à travers les contacts
monosynaptiques SN-MN ou par les voies polysynaptiques dépendamment des intemeurones
impliqués. La 5-HT exerce ses actions multiples sur le circuit: (1) elle provoque la dépression
synaptique etlou (2) la diminution de l’excitabilité des intemeurones inhibiteurs (bleu); (3) la
facilitation synaptique et (4) l’augmentation de l’excitabilité des neurones sensoriels (rouge).
L14, un MN de la glande pourpre, montre une dépression synaptique induite par la 5-HT sur les
SNs RF. 5-HT induit la plasticité multiple (réponses multiples) aux synapses L30-L29 (vert) et
augmente la réponse glutamatergique dans les MNs LFS (beige). figure adaptée de Barbas et al.
(2003).
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stimulus tactile appliqué sur le siphon ou sur la queue active les neurones sensoriels
($Ns) de ces organes, ce qui excite les neurones moteurs (MNs) à travers des contacts
monosynaptiques SN-MN et des voies polysynaptiques (Cleary et al., 1995; Frost &
Kandel, 1995). Plusieurs intemeurones sont impliqués dans ces voies polysynaptiques
(Kanz et aI., 1979; Byme, 1983; Eberly & Pinsker. 1984; Buonomano et al., 1992;
Cleary & Byrne, 1993; Xu et al., 1994; Frost & Kandel. 1995). Les neurones moteurs
reçoivent des inputs facilitateurs et inhibiteurs. Il y aura donc sommation des potentiels
synaptiques au niveau de MNs. Par exemple, normalement l’activation des voies
polysynaptiques provoque une amplification de Fexcitation des MNs du siphon, et ce
même si l’on retrouve des contacts avec des interneurones inhibiteurs. Donc, la réponse
finale est la résultante des sommations des activités synaptiques des voies
monosynaptiques et polysynaptiques (Trudeau & Castellucci, 1992; White et aI., 1993;
Antonov et al., 1999).
Au point de vue de la compréhension des mécanismes moléculaires impliqués
dans la modulation de la mémoire et de l’apprentissage, l’étude de la sensibilisation chez
l’aplysie à apporter beaucoup de réponses. La sensibilisation repose sur le renforcement
de la transmission synaptique entre un neurone sensoriel (SN) et un neurone moteur
(MN), c’est-à-dire une augmentation dans l’excitabilité du SN et une facilitation dans la
synapse SN-MN. De plus en plus d’évidences suggèrent que la plasticité synaptique
dans la synapse SN-MN dépend de la relâche de sérotonine (5-HT) dans le SNC de
l’aplysie durant la sensibilisation (Brunelli et al., 1976; Mackey et al., 1989; Marinesco
& Carew, 2002). La 5-HT est une monoarnine dérivée d’un acide aminé, le tryptophane.
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Le tryptophane est «abord transformé en un intermédiaire appelé 5-HTP (5-
hydroxytryptophane) par la tryptophane hydroxylase. Le 5-HTP est finalement
transformé en 5-HT par la 5-HTP-décarboxylase. La 5-HT activerait essentiellement une
cascade qui mène à la production d’adénosine monophosphate 3’5’-cyclique (AMPc) et
à l’activation de la protéine kinase AMPc-dépendante (PKA) dans le neurone sensoriel,
ce qui entraîne une augmentation de la transmission dans les synapses SN-MN (Brunelli
et al., 1976; Castellucci et al., 1980, 1982; Bernier et al., 1982; Abrams et al., 1984;
Ocorr & Byrue, 1985; Ocorr et aï., 1986; Ghirardi et al., 1992; Klein, 1993). 11 est
devenu évident que la 5-HT agit sur diverses cellules nerveuses dans les circuits
impliqués dans les réflexes défensifs et est donc un neurotransmetteur central dans la
modulation de l’apprentissage et de la mémoire chez l’aplysie (Barbas et al., 2003).
1.4 Rôles de la 5-HT dans la facilitation synaptique
L’importance de la 5-HT dans la sensibilisation a initialement été suggérée dans
une série d’articles par Brunelli et al. (1976) et Castellucci & Kandel (1976). Ces
travaux démontrèrent pour la première fois une corrélation entre la sensibilisation du
réflexe de retrait de la branchie et une augmentation de la relâche de neurotransmetteurs
du neurone sensoriel (SN) vers le neurone moteur (MN). Ce phénomène fut donc appelé
facilitation présynaptique (Castellucci & Kandel, 1976). On peut reproduire la
facilitation en augmentant la concentration de 5-HT extracellulaire ou par injection
intracellulaire d’AMPc.
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Des efforts considérables furent consacrés à identifier les neurones
sérotoninergiques impliqués dans la facilitation présynaptique et à déterminer si
effectivement la 5-HT était relâchée dans la SNC de l’aplysie durant la sensibilisation.
Mackey et al. (1989) montrèrent qu’une paire de neurones sérotoninergiques
symétriques, CC3 (ou CRi; voir Xin et al., 2001) dans le ganglion cérébral, est activée
par une stimulation électrique au niveau de la queue. De plus, l’activation de l’une de
ces cellules par l’injection de courant intracellulaire est suffisant pour produire la
facilitation des synapses SN-MN ainsi que l’augmentation de l’excitabilité dans les
neurones sensoriels du ganglion abdominal (Mackey et al., 1989; Wright et al., 1995).
Par contre, la facilitation produite par l’activation de CC3 (CRi) est plus faible et dure
moins longtemps que l’application exogène de 5-HT (Mackey et al., 1989). En utilisant
des méthodes de détection électrochimique, Marinesco & Carew (2002) purent détecter
une relâche brève de 5-HT dans le SNC de l’aplysie en réponse à une stimulation
électrique au niveau du nerf P9 de la queue, stimulation analogue à un choc électrique
appliqué au niveau de la queue pour produire une sensibilisation. Cette libération de 5-
HT dure 30-40 secondes et plafonne à une concentration de 100-200 nM dans la
neuropile entourant les synapses SN-MN de la queue et les corps cellulaires de SN
(Marinesco & Carew, 2002). Une augmentation du niveau de 5-HT dans l’hémolymphe
(fluide corporelle de l’aplysie) a également été détectée lors de la sensibilisation
(Levenson et al., 1999).
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La seule étude de comportement connue sur un animal intact fut accomplie par
Glanzman et al. (1989). Ils utilisèrent un agent chimique, 5,7-dihydroxytryptamine (5,7-
DHT), qui agit comme toxine pour perturber les voies sérotoninergiques. Les animaux
traités montrèrent des comportements altérés (incapacité à se mouvoir). Ces animaux
étaient quand même susceptibles à l’habituation de réflexes défensifs. Glanzman et al.
(1989) observèrent également que la facilitation synaptique et l’inhibition de
l’habituation étaient grandement affectées, suggérant que la libération de 5-HT est
importante pour ces processus d’apprentissage. Il devenait donc primordial d’identifier
précisément les circuits neuronaux sérotoninergiques impliqués dans les processus de
mémoire et d’apprentissage pour pouvoir en perturber les fonctions en ciblant
spécifiquement certains neurones impliqués.
1.4.1 Modulation des circuits neuronaux des réflexes par la 5-HT
durant ]a sensibilisation
Plusieurs neurones impliqués dans le retrait du siphon et de la queue sont
modulés par l’application exogène de 5-HT (Figure 1.12). f itzgerald & Carew (1991),
ainsi que Trudeau et Castellucci (1992, 1993), entreprirent de déterminer les distinctions
entre les voies monosynaptiques et polysynaptiques lors de la sensibilisation. Ces deux
groupes montrèrent que contrairement aux connections monosynaptiques SN-MN qui
sont facilitées par la 5-HT, les voies polysynaptiques sont inhibées. Plusieurs groupes de
synapses sont inhibés par la 5-HT (Figure 1.12) (Frost et al., 1985; Frost et al., 1988;
Fisher & Carew, 1993; Xu et al., 1995; Storozhuk & Castellucci, 1999a; Bristol et al.,
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200 1). Plusieurs réponses sérotoninergiques sont également observées dans le ganglion
abdominal. Le siphon est innervé par au moins quatre groupes de SNs du ganglion
abdominal (LE, rLE, RE et RF; Dubuc & Castellucci, 1991; Frost & Kandel, 1995), qui
peuvent être différemment modulés par la 5-HT. Par exemple, la 5-HT augmente
l’excitabilité des cellules du groupe LE et facilite les synapses avec les neurones
moteurs. À l’opposé, la 5-HT inhibe les synapses des cellules RF (Figure 1.12;
Storozhuk & Castellucci, 1999b). La 5-HT peut également induire des réponses
multiples sur une même synapse (ou metaplasticité) (Fischer & Carew, 1995; Fisclier et
al., 1997; Fischer et al., 2000). En plus de moduler l’activité des SNs, la 5-HT possède
également une action directe sur les MNs (Frost et al., 198$; Dubuc & Castellucci,
1991). Elle facilite les réponses glutamatergiques (de type AMPA) dans les neurones
moteurs LFS (Chitwood et al., 2001).
L’ensemble de ces résultats indique donc que la modulation des circuits des
réflexes par la 5-HT implique une variété de types cellulaires qui répondent
différemment à la 5-HT. Lorsque la 5-HT est libérée dans le SNC de l’aplysie, elle
active une variété de mécanismes moléculaires, notamment des récepteurs
sérotoninergiques, qui ne sont pas uniformément exprimés d’un neurone à l’autre. Cette
différence dans la population des protéines d’un neurone à l’autre provoque une variété
de modulations de la transmission et l’excitabilité synaptique par la 5-HT.
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1.4.2 Cascade biochimique activée par la 5-HT dans les SN
L’étude de la synapse SN-MN chez l”aplysie a permis d’analyser la mémoire à
court et long tenue au niveau cellulaire et moléculaire. Normalement, une stimulation
forte peut provoquer une sensibilisation à court tenue, durant 20-30 minutes. Quatre ou
cinq stimulations espacées induisent une sensibilisation à moyen terme (intermédiaire)
ou long tenue, durant quelques heures et quelques jours respectivement (Pinsker et al.,
1973; Castellucci & Kandel, 1976; Scholz & Byrne, 1987; Sutton et al., 2001, 2002). De
la même manière, une application exogène de 5-HT entraîne une facilitation à court
tenue, tandis que cinq brèves applications espacées (ou une très longues) de 5-HT
induisent une facilitation à moyen tenue ou à long tenue (Frost et al., 1985; Montarolo
et al., 1986; Sutton & Carew, 2000). Au niveau des mécanismes moléculaires, la
sensibilisation et la facilitation de la synapse SN-MN nécessitent l’activation de
mécanismes identiques: (1) la sensibilisation et la facilitation à court tenue reposent sur
la modification covalente de protéines, (2) à moyen tenue sur la synthèse de nouvelles
protéines, et (3) long tenue sur la transcription et traduction de nouvelles protéines
(Castellucci et al., 1986, 1989; Montarolo et al., 1986; Ghirardi et al., 1995; Sutton et al.,
2001). La facilitation à long tenue nécessite donc la transcription et traduction de
nouvelles protéines contribuant à l’augmentation de l’efficacité de la transmission
synaptique se traduisant en une augmentation de la relâche de neurotransmetteurs, en
l’augmentation du niveau d’excitabilité des neurones et en une croissance de nouvelles
synapses (dans le cas de la sensibilisation, facilitation) (Bailey et al., 2004).
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Plusieurs évidences démontrent qu’une simple application de 5-HT sur un SN
entraîne une augmentation de la concentration en AMPc et l’activation de PKA (Bemier
et al., 1982; Castellucci et al., 1982; Abrams et al., 1984; Ocorr & Byrne, 1985; Ocorr et
al., 1986; Byrne & Kandel, 1996; Millier & Carew, 199$) (Figure l.13A). La 5-HT
provoque également une translocation à la membrane de la protéine kinase C (PKC)
Ca2-dépendante et augmente son activité (Sacktor & Schwartz, 1990; Kruger et al.,
1991; Sossin et Schwartz, 1992; Braha et al., 1993; Sossin et al., 1993; Sossin et al.,
1994). Une petite contradiction subsiste puisque Manseau et al. (2001) montrèrent que le
blocage de l’isofonne PKC Ca2-indépendante perturbe la facilitation par la 5-HT aux
synapses SN-MN, tandis que le blocage de l’isoforrne Ca2-dépendant n’a aucun effet.
L’activation de PKA et PKC permet à ces protéines de (1) phosphoryler des canaux
ioniques spécifiques et de (2) moduler les mécanismes d’exocytose (Figure 1.13A). La
PKA, en phosphorylant des canaux potassiques (types S), provoque une réduction de
leur conductance et leur fermeture (Siegelbaum et al., 1982). Cette action contribue à
l’augmentation de l’excitabilité membranaire et de la durée des potentiels d’action
suivant une application de 5-HT (Klein et al., 1982; Pollock et al., 1985; Baxter &
Byrne, 1989). Des canaux potassiques voltage dépendant (Kv) peuvent être également
phosphorylés par PKA et PKC (Baxter & Byme, 1989, 1990; Goldsmith & Abrams,
1992: Sugita et al., 1992). L’augmentation de la durée des potentiels d’action est un
mécanisme important pour accroître l’efficacité de la transmission synaptique par
l’accroissement d’influx de Ca2 dans les terminaisons nerveuses. La 5-HT est
également capable d’augmenter la relâche de neurotransmetteurs, indépendamment des
variations de la durée des potentiels d’action, et d’augmenter la mobilisation de
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Figure 1.13- Stimulation cellulaire et moléculaire de la 5-HT. (A) Effets à court et long terme de la
sensibilisation monosynaptique. Un choc unique sur la queue entraîne la relâche de 5-HT des neurones
facilitateurs, ce qui active des récepteurs à la surface de SN. Ces récepteurs activent l’adénylate cyclase,
produisant de l’AMPc. L’AMPc active la PKA par association aux sous-unités régulatrices, causant une
dissociation des sous-unités catalytiques. La PKA peut maintenant phosphotyler des canaux à la
membrane et des protéines de la machinene d’exocytose, provoquant une relâche de neurotransmetteurs
(mémoire à court terme). Dans la sensibilisation à long terme, une stimulation répétée provoque une
translocation de la PKA au noyau et le recrutement des MAP kinases. Dans le noyau, la PKA ainsi que les
MAP kinases peuvent phosphotyler et activer CREB1 et inactiver le répresseur CREB2. CREBI
phosphoiylé forme un complexe avec CBP au promoteur. CBP va acétyler des lysines sur les histones,
décondensant la chrornatine et permettant à la machinerie de transcription de venir se lier. Il s’en suivra
une transcription de gènes précoces (ubiquitine hydrolase, c/EBP). ApC/EBP, qui peut interagir avec le
facteur activateur AF, peut provoquer la transcnption de gènes tardifs essentiels pour le croissance de
nouvelles connections synaptiques. figure modifiée de Kandel (2001) et Bailey et al. (2004). (B) Neurone
sensoriel avec de multiples contacts, Il est possible de stimuler une synapse spécifique SN-N’IN avec de la
5-HT et observer des changements à une autre synapse SN-MN impliquant le même neurone SN. Des
stimulations avec différents neurotransmetteurs aux diverses synapses est également possible. figure
provenant de Kandel (2001).
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vésicules synaptiques aux sites de libération des neurotransmetteurs, ou zones actives
(Hocimer et al., 1986; Braha et al., 1990; Sugita et al., 1992; Klein, 1993, 1994).
Le recrutement de PKA et PKC par la 5-HT est différent selon la durée de
l’application de 5-HT et l’état de la synapse. Des bloqueurs de PKA sont plus efficaces
pour prévenir la facilitation synaptique suite à une courte application de 5-HT, versus
des bloqueurs de PKC qui eux fonctionnent mieux après de longues applications (Braha
et al., 1990; Hochner & Kandel, 1992; Sugita et al., 1992). La facilitation de synapses
déprimées est bloquée par des inhibiteurs PKC et non PKÀ, tandis que les inhibiteurs
PKA bloquent la facilitation de synapses non déprimées (Braha et al., 1990; Goldsrnith
& Abrams, 1991; Ghirardi et al., 1992). Les éléments moléculaires expliquant les
contraintes de temps et d’états de la synapse permettant ou non le recrutement de PKC
ou PKA par la 5-HT ne sont pas connus (Byrne & Kandel, 1996). L’une des explications
proviendrait des mécanismes d’activation de récepteurs sérotoninergiques.
En plus d’observer une activation de PKA et PKC, la répétition d’ajout de 5-HT
recrute une série de kinases, les MAP kinases, (également appelées ERK) (Figure
1.1 3A). Une fois activées, on observera la translocation des MAP kinases au noyau pour
favoriser l’expression de gènes essentiels pour le maintien de la facilitation à long terme
(Martin et al., l997a; Michael et al., 1998; Sharma et al., 2003; Bailey et al., 2004).
Cette activation de la transcription s’effectue par la phosphorylation de CREBÏ (facteur
de transcription; «cAMP-responsive element binding proteim>) et du répresseur CREB2.
Les MAP kinases sont également responsables de la phosphorylation de protéines
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cytosoliques telles que l’apCAM (<Aplysia celi adhesion molecules>), et de facteurs de
transcriptions comme C/EBP (<CCAAT-box-enhanced binding-protein») (f igure
1.13A). La phosphorylation d’apCAM permet la défasiculation des neurites et la
croissance de nouvelles synapses (Bailey et al., 1997). L’activation des ERK par la 5-HI
et la facilitation à long terme sont également dépendantes de l’activation de tyrosine
kinases, plus spécifiquement des récepteurs à tyrosine kinase (RTK ou plus
spécifiquement ApTrkl) (Purcell et al., 2003; Ormond et al., 2004). Comment peut-on
expliquer que la stimulation répétée de 5-HT active la voie des MA? kinases et des
tyrosine kinases? Encore une fois, il faudra connaître l’identité moléculaire des
récepteurs sérotoninergiques impliqués pour pouvoir identifier ces mécanismes.
L’utilisation d’une culture de neurones sensoriels bifurqués, qui contactent deux
neurones moteurs éloignés l’un de l’autre (Martin et al., 1997a; figure 1.133), a permis
de démontrer l’existence de mécanismes moléculaires encore plus complexes. Lorsqu’un
neurone reçoit un input de 5-HT, et en même temps un input du neurotransmetteur
FMRFamide, un tétrapeptide, sur une synapse différente, la dépression produite par
FMRFamide prédomine sur la facilitation induite par la 5-HT. Cette domination
s’explique par la phosphorylation d’une MAP kinase p38, le recrutement du répresseur
CREB2 et d’une déacétylase induisant une répression d’ApCIEBP et la déacétylation des
histones. Cette action négative surpasse donc le recrutement de CREB 1 par la 5-HT.
CREB1 est normalement capable de former un complexe avec CBP («CREB binding
proteim>), ce qui acétyle des lysines sur les histones et qui décondense la chromatine
(Guan et al., 2002, 2004; Bailey et al., 2004) (figure l.13A).
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L activation des processus de transcription par la 5-HT semble être un processus
qui peut être synapse spécifique et qui ne peut s’appliquer à toutes les régions d’un
neurone. Durant la facilitation à long tenue, une stimulation unique de 5-HT sur une
synapse en particulier est essentielle pour produire un marquage synaptique. Ce
marquage consiste en des modifications covalentes PKA dépendantes qui marquent les
synapses spécifiquement pour la croissance de celles-ci. De plus, cette application
unique provoque la traduction et la synthèse de protéines locales (Casadio et al., 1999;
Bailey et al., 2004). Puisque les ARNrn sont produits dans le corps cellulaire (plus
précisément dans le noyau), ils doivent rester dormants avant d’atteindre la synapse
marquée. Si et al. (2003a) ont montré que l’homologue de la protéine CPEB de l’aplysie
(«cytoplasmic polyadenylation element binding protein»), protéine capable d’activer des
ARNrn dormants par ï élongation de leur queue polyA, est une molécule importante
pour l’induction de la traduction locale de protéines durant la stabilisation de la mémoire
à long tenue. De plus, apCPEB agirait comme un prion, qui sous sa forme dominante,
soit la forme auto-réplicative de la protéine, serait active et capable de déclencher la
traduction des ARNm dormants (Si et al., 2003b). La 5-HT est donc responsable de
l’activation d’une cascade biochimique complexe. Toutes ces modifications sont par
conséquent déclenchées par la liaison de la 5-HT sur des récepteurs couplés aux
protéines G (Figure 1.13A).
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1.5 Récepteurs à 5-HT
L’activation de récepteurs sérotoninergiques joue donc un rôle déclencheur dans
les processus de mémoire et d’apprentissage chez l’aplysie. Des efforts considérables
ont été entrepris pour non seulement identifier ces récepteurs mais également
caractériser les mécanismes d’action de ces protéines. La majorité de ces récepteurs sont
des protéines de la famille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG).
1.5.1 Récepteurs couplés aux protéines G
Les RCPG sont des protéines ubiquistes et polyvalentes impliquées dans la
signalisation cellulaire et rel)résentant des cibles phanuacologiques privilégiées pour le
développement de médicaments. Ils représentent la plus grande famille de récepteurs
membranaires avec plus de 600 récepteurs distincts identifiés chez l’humain (Lander et
aÏ., 2001). Leur importance biologique est illustrée par la diversité des hormones qui
utilisent ces récepteurs afin d’acheminer un signal biologique de l’extérieur vers
l’intérieur de la cellule (Bockaert & Pin, 1999). Tous ces récepteurs possèdent sept
domaines transmembranaires hydrophobes capables de former des hélices alpha aptes à
traverser la membrane plasmique (Figure 1 .14A). Ces domaines hydrophobes sont les
régions les mieux conservées dans les RCPG, surtout au niveau des récepteurs répondant
à un ligand commun. Il n’est donc pas étonnant de retrouver les acides aminés essentiels
pour l’interaction avec le ligand à l’intérieur de ces domaines (Hibert et al., 1991). Les
RCPG sont activés par la liaison d’un ligand, qui vient se loger dans la poche formée par
1.5 Récepteurs à 5-HT
durs
phtrrnùn
I
f L1S2 (CTXJ
— t1 (CTX,PTX)
f PTX) =. ATPçI
Cn [)
c PTX) CvK
AaS
MÂt
o
- TSH
- FSH
rq-r
r
-[lV i
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les sept domaines transmembranaires. Cette liaison entraîne un changement de
conformation de la partie intracellulaire du récepteur, et active une protéine G
hétérotrimérique (a, f3, y) en catalysant l’échange d’une molécule de GDP pour une
molécule de GTP sur la sous-unité Œ de la protéine G. La sous-unité c liée au GTP se
dissocie de la sous-unité f3y et peut interagir avec la protéine effectrice. Le dimère fry
peut également activer diverses voies de signalisation (Boume et al., 1991). Ce sont les
régions intracellulaires des RCPG qui sont impliquées dans leur interaction avec les
protéines G, notamment la troisième boucle intracellulaire (Kobilka et al., 198$).
Les RCPG possèdent plusieurs sites de modification post-traductionnelle. La
portion N-terminale et les boucles extracellulaires comportent plusieurs sites potentiels
de glycosylation (O’Dowd et al., l9$9a). Les domaines intracellulaires présentent
habituellement des sites de phosphorylation qui jouent un rôle majeur dans la régulation
de l’activité du récepteur (Freedrnan & Lefkowitz, 1996; Bôhm et al., 1997). De
multiples récepteurs présentent des sites de palmitylation sur des résidus cystéines dans
la queue C-terminale. La palmitylation des RCPG sert à ancrer la queue C-terminale des
récepteurs à la membrane plasmique (Ovchiirnikov et al., 1988; O’Dowd et al., 19895).
Finalement, on peut retrouver des séquences importantes pour l’exportation de
récepteurs nouvellement synthétisés vers la membrane et le recyclage de ces récepteurs
une fois intemalisés. Ce type de séquences a été particulièrement identifié pour les
récepteurs doparninergiques mammifères de type I (Bermak et al., 2001; Vargas & von
Zastrow, 2004).
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La réponse cellulaire induite par la liaison du ligand sur le récepteur dépend de
l’affinité du récepteur à une combinaison de protéines G. On dénombre plusieurs sous-
unités ci distinctes liant toutes le GTP et possédant une activité GTPasique permettant
l’hydrolyse de GTP en GDP. Celles-ci peuvent être groupées en quatre familles (G5, G1,
Gq et G12) activant des voies de signalisation distinctes (Bockaert & Pin, 199$) (Figure
1.14B).
Les adénylates cyclases sont sans doute les effecteurs des protéines G les mieux
caractérisés (Sunahara et al., 1996). L’adénylate cyclase est une protéine membranaire
intégrale qui catalyse la formation d’AMPc à partir de l’ATP. Elle est modulée
positivement ou négativement par les différentes sous-unités des protéines G. Les sous-
unités a, qui font parties du complexe hétérotrimérique G5, activent l’enzyme alors que
les sous-unités ci1, du complexe appelé G1, l’inactivent (Bockaert & Pin, 199$).
La seconde catégorie d’effecteurs regroupe les phospholipases. L’activation des
phospholipases C f3i et 33 (PLC) par les diverses sous-unités de la famille GŒq est la plus
documentée. La PLC est une enzyme membranaire qui provoque le clivage d’un
phospholipide membranaire (le PIP2 ou phosphatidylinositol-4,5-diphosphate), qui en le
scindant fonTie deux molécules jouant des rôles de seconds messagers: le diacylglycérol
(DAG) et l’inositol-1,4,5-triphosphate (1P3). L’1P3, soluble dans l’eau, diffuse à
l’intérieur de la cellule et se fixe sur des récepteurs spécifiques situés à la surface du
réticulum endoplasmique lisse et sur d’autres organelles. L’activation de ces récepteurs
(canaux calciques) par l’1P3 provoque une sortie de calcium à partir de ces réserves
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intracellulaires. Le DAG, soluble dans les lipides membranaires, agit au voisinage de la
membrane où il active la PKC (Kandel et aI., 1991; Byme et al., 1993).
Les RCPG peuvent également moduler des canaux ioniques. Les canaux GIRKs
(f<G-protein inward rectifying potassium channeb>; canaux à rectifications entrants) sont
activés par la liaison, à leurs extrémités N- et C-terminales, des sous-unités y. Par
contre, la liaison de ces mêmes sous-unités f3y mène à l’inhibition de canaux Ca2 (de
type N et P/Q) (Jan & Jan, 1997; Schneider et al. 1997). De plus en plus on identifie des
effecteurs qui sont directement modulés par les récepteurs. Par exemple, on dénote les
arrestines qui sont impliquées dans le processus de désensibilisation des RCPG, des
protéines à domaines (SH2, PDZ et EVH), ainsi que des petites protéines G de la famille
de Rho (Kozasa et al., 199$; Hall et al., 1999).
Les RCPG peuvent activer les voies des MAP kinases (Gutkind, 199$).
L’activation des voies ERK requiert non seulement l’activation de protéines G
hétérotrimériques mais aussi l’activation de tyrosines kinases (Luttrell, 2002). Le rôle de
la Ç3-arrestine comme molécule de signalisation, plus particulièrement comme molécule
d’échafaudage dans la signalisation RCPG-MAP kinases, est essentiel pour recruter des
protéines importantes dans l’activation de ces voies (Luttreil et al., 2001).
Suite à une stimulation prolongée et soutenue par un agoniste, il y a diminution
de la réponse cellulaire induite par le récepteur. Ce phénomène est appelé
désensibilisation. La désensibilisation est causée par le découplage fonctionnel du
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récepteur de la protéine G. Ce découplage provoque une phosphorylation du récepteur
au niveau des boucles intracellulaires et de la queue C-terminale. La phosphorylation du
récepteur permet le recrutement de la f3-arrestine, une protéine ayant une affinité accrue
pour le récepteur phosphorylé. La 3-arrestine. liée au récepteur, empêche donc
l’interaction aux protéines G et atténue sa capacité de signalisation. De plus, la 13-
anestine promeut Finternalisation du récepteur pour le recyclage ou l’élimination de
celui-ci (McDonald & Lefkowitz, 2001).
Diverses études ont montré que les RCPG pouvaient exister et fonctionner sous
formes dimériques ou même oligomériques, particulièrement par lutilisation de
techniques de transfert d’énergie (FRET ou BRET). L’assemblage et le ciblage des
récepteurs à la membrane plasmique semblent être des processus régulés par la
dimérisation. Les concepts d’otigomérisation et même d’hétérodirnérisation des RCPG
entrafnent une diversification de la signalisation des RCPG. (Bouvier, 2001; Angers et
al., 2002). Tous ces concepts structurels et fonctionnels des RCPG en font des molécules
possédant une capacité diversifiée d’activation, de régulation et de signalisation.
1.5.2 Divergences évolutives des récepteurs à 5-HT
Les récepteurs sérotoninergiques sont classés en sept familles distinctes. Ce
regroupement est effectué sur la base de leurs voies de signalisation et de leurs identités
de séquences (Hoyer et al., 1994; Peroutka, 1995). Six de ces familles sont composées
de récepteurs couplés aux protéines G métabotropiques. Les récepteurs 5-HT1 et 5-HT5
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inhibent l’adénylate cyclase (récepteurs couplés à G1), tandis que les récepteurs 5-HT4,
5-HT6 et 5-HT7 l’activent (récepteurs couplés à Gb). Les récepteurs de type 5-HT2 vont
plutôt activer la PLC et stimulent donc le métabolisme du PIP2 (récepteurs couplés à
Gq). Les récepteurs de type 5-HT3, formant des canaux ioniques Na-K directement
activés par le ligand et occasionnant une dépolarisation rapide des neurones suite à
l’ouverture du canal, ne font pas partie de la famille des RCPG (Hoyer et al., 1994).
Puisque des récepteurs à 5-HT ont été identifiés chez les invertébrés les plus
primitifs, ils ont dû apparaître il y a plus de $00 millions d’années (Vemier et al., 1995;
Tierney, 2001). Le récepteur primordial ou ancestral aurait rapidement divergé en trois
groupes principaux de paralogues: le premier groupe de la grande famille des récepteurs
5-HT1 (comprenant les récepteurs de type 1, 5 et 7); le second des récepteurs de type 2;
le troisième des récepteurs de type 6. Ce premier événement moléculaire de
diversification se serait produit il y a 750 millions d’années approximativement. Des
divergences subséquentes suivirent au niveau du premier groupe il y a 600 millions
d’années: les récepteurs 5-HT5 et 5-HT7 divergèrent des récepteurs 5-HT1. Tous ces
événements précèdent l’évolution des vertébrés à partir des invertébrés, il y a 600
millions d’années. Par conséquent, on peut prédire que l’on devrait retrouver des
membres des trois classes majeures de récepteurs à 5-HT chez les invertébrés. De plus,
au courant de l’évolution, à l’intérieur de chaque sous types de récepteurs, on retrouve
également des événements de divergences subséquentes qui agrandissent la diversité au
niveau de chaque famille (Peroutka & Howell, 1994; Peroutka, 1995; Tierney, 2001).
Par exemple, la famille des récepteurs 5-HT1 a divergée en cinq sous-types: 5-
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HTIA,B,D.E,F. Puisque ces changements se sont produits après la divergence des vertébrés
et des invertébrés en groupes évolutifs distincts, il est peu probable que ces sous-types
soient présents chez les invertébrés (Peroutka & HowelI, 1994). On doit également noter
que depuis les premières analyses phylogénétiques, la séquence des récepteurs 5-HT4
(Gerald et al., 1995) a été publiée. Les analyses subséquentes ont rapidement identifié
cette famille de récepteur comme étant la résultante d’une divergence initiale du
récepteur ancestral, il y a 750 millions d’années (Gerald et al., 1995; Barbas et al.,
2003).
1.5.3 Caractérisation initiale des récepteurs à 5-HT dans le SNC de
1’ aplysie
Les effets de la 5-HT chez l’aplysie furent initialement rapportés dans les
neurones (Gerschenfeld & Tauc, 1961; Cedar & Schwartz, 1972), le coeur (Koester et
al., 1973) et la branchie (Kebabian et al., 1979). En 1974, Gerschenfeld et Paupardin
Tritsch (1974a) observèrent six réponses différentes suite à l’application de 5-HT: quatre
réponses qui se caractérisent par une augmentation de la conductance membranaire
(appelée A, A’, B et C), versus deux réponses où l’on voit une diminution de la
conductance (Œ et f3) (Gerschenfeld & Paupardin-Tritsch, 1 974a). Pellmar et Carpenter
(1980) identifièrent une septième réponse différente qui est dépendante du voltage et du
calcium. Toutes ces réponses se distinguent par des expériences de voltage imposé selon
leur temps d’action, sélectivité ionique et l’induction d’une augmentation ou d’une
diminution de la conductance mcmbranairc. Ces études sont donc les premières
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indications de l’existence possible d’une variété de récepteurs à 5-HT dans le SNC de
l’aplysie et ce même si ces réponses électrophysiologiques pouvaient être induites par un
même récepteur couplé à différentes cascades biochimiques.
La présence de multiples récepteurs sérotoninergiques fut confirmée par des
méthodes biochimiques. Saitoh et Shih (1987) ont montré qu’un agoniste spécifique aux
récepteurs 5-HT1 A (f e 1 -[2-(4-azidophenyl)ethyl]4-(3 -trifluoromethylphenyl)piperazine
ou azido-PAPP), pouvait être utilisé comme sonde pour du marquage par photoaffinité
pour identifier des récepteurs à 5-HT. Ils ont observé la présence de cinq polypeptides
sur un gel SDS-PAGE suite à l’incubation d’azido-PAPP[3H] sur une préparation
membranaire neuronale. Ce marquage était aboli par la 5-HT qui déplace la liaison de la
sonde aux récepteurs. Ces résultats suggèrent donc l’existence de cinq récepteurs à 5-HT
différents.
Puisque l’intérêt pour définir le rôle de la 5-HT chez l’apÏysie est grandissant, il
est devenu primordial d’identifier les propriétés pharmacologiques des récepteurs à 5-
HT de ce mollusque. Les techniques de liaison classiques aux récepteurs se sont
montrées efficaces pour l’identification et la caractérisation pharmacologique de ce type
de protéines dans les tissus d’invertébrés. Drummond et al. (1980) rapportèrent la
première étude détaillée de la localisation de récepteurs à 5-HT dans plusieurs tissus
neuronaux et non neuronaux. Pour ce faire, ils ont effectué des essais de liaison avec le
L$D[3H] (lysergic acid diethylamide, un agoniste non spécifique de récepteurs à 5-HT)
et des essais de modulation de l’activité de l’adénylate cyclase par la 5-HT. La liaison
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spécifique de LSD[3H], capable d’être déplacée par la 5-HT, a été observée dans la
branchie, le coeur, les muscles buccaux et dans tous les ganglions du SNC de l’aplysie.
La stimulation par la 5-HT de l’adénylate cyclase a également été mesurée sur des
préparations membranaires de ganglions, de muscles et de connectifs.
Kadan et Hartig (198$) prirent avantage de la sensibilité accrue de l’iode 125
pour caractériser la distribution de récepteurs à 5-HT dans l’aplysie. Ils ont identifié une
population de sites de liaison à haute affinité pour la 5-HT, marqués par le LSD-I’25,
dans les ganglions de l’apÏysie. Par la suite, ils se sont concentrés à déterminer la
S S 17Spuissance de plusieurs agents pharmacologiques a deplacer la liaison de LSD-I sur des
sections de ganglions pédaux et abdominaux. L’ordre décroissant de puissance des
ligands est: méthysergide (antagoniste 5-HT1 7)> cyproheptadine (antagoniste 5-HT1 2)
> miansénne (antagoniste/agoniste inverse 5-HT2) > cinansénne (antagoniste de
récepteurs à 5-HT chez l’aplysie; Brnnelli et al., 1976: Newlin et al., 1980) > 5-HT >
kétansérine (antagoniste 5-HT2) > bufoténine (agoniste 5-HT12) > 8-OH-DPAT
(agoniste 5-HTIA). Kadan et Hartig (1988) observèrent également une diminution de la
liaison de la 5-HT sur les sites LSD-1125 suite à l’ajout de Gpp(NH)p (5’-
guanylylirnidodiphosphate), un analogue du GTP difficilement métabolisé, suggérant un
couplage des récepteurs à 5-HT aux protéines G chez l’aplysie.
Evans et al. (1991) utilisèrent également le LSD-I’25, pour caractériser la
localisation de récepteurs à 5-HT, en se concentrant principalement sur cinq neurones
majeurs du quadrant gauche supérieur du ganglion abdominal (Li, L2, L3, L4 et L6). Ils
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ont également déterminé les propriétés électrophysiologiques des réponses produites par
ces neurones suite à l’application de 5-HT. Premièrement, du marquage intense a
uniquement été observé au niveau du soma de paires de neurones symétriquement
localisés dans le ganglion abdominal (LA et Ri). La liaison de LSD-1125 est bloquée par
des concentrations de 5-HT de l’ordre du micrornolaire et par de plus petites
concentrations d’antagonistes sérotoninergiques tels que la cyproheptadine et la
miansérine, confirmant les résultats obtenus par Kadan et Hartig (1988). Deuxièmement,
ils ont enregistré des réponses variées à la 5-HT dans ces cellules du quartier gauche
supérieur du ganglion abdominal. Les cellules L3 et L6 montrèrent une augmentation de
la conductance en K en réponse à la 5-HT qui n’est pas inhibée par la cyproheptadine
ou miansérine. Les cellules L2 et L4 possèdent une réponse biphasique à la 5-HT: une
augmentation dans la conductance de Na1, qui est inhibée par la cyproheptadine ou par
la miansérine, suivie d’une conductance au Ca2 voltage-dépendante qui est bloquée par
le Co et non par des antagonistes serotomnergiques. Finalement, les cellules Li et sa
partenaire symétriquement localisée, RI, montrent en plus des réponses Na et Ca2, une
augmentation de la conductance en CF qui peut être inhibée par le LSD, la
cyproheptadine ou la miansérine.
1.5.4 Caractérisation moléculaire, structurale, pharmacologique et
tissulaire de récepteurs à 5-HT chez l’aplysie
On ne connaît pour l’instant que la séquence de trois récepteurs à 5-HT chez
i’aplysie. Li et al. (1995) furent les premiers à isoler des gènes qui codent pour des
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récepteurs à 5-HT. Ils ont utilisé des oligonucléotides dégénérés, dont la séquence
correspond aux acides aminés conservés dans les domaines transmembranaires six et
sept chez tous les récepteurs sérotoninergiques connus, pour amplifier potentiellement
de nouveaux récepteurs. De cette manière, ils ont isolé deux clones génomiques: Ap5-
HT81 et Ap5-HT82. Le gène Ap5-HT81 code pour une protéine de 453 acides aminés,
contenant sept passages hydrophobes membranaires potentiels, une courte troisième
boucle intracellulaire et une longue queue C-terminale. Par buvardage de type Southem,
les auteurs montrèrent que ce gène ne possède aucun intron. Le gène Ap5-HT82 ne
possède également aucun intron et code pouf- une protéine très similaire de 422 acides
aminés. Si on compare la séquence en acides aminés de ces deux clones, on constate un
très haut pourcentage d’identité entre ces deux séquences (90%), surtout au niveau de la
séquence des domaines transmembranaires et des régions adjacentes. Fait intéressant, il
est possible que d’autres récepteurs similaires soient présents dans le génome de
l’aplysie puisque par analyse de buvardage de type Southem de l’ADN génomique,
l’hybridation à une sonde correspondant à la région codante d’Ap5-HTBI révéla cinq
bandes distinctes. Des analyses phylogénétiques démontrèrent que les récepteurs Ap5-
HTBI et Ap5-HTB2 sont des protéines distinctes et éloignées des autres récepteurs à 5-HT
connus.
Pour identifier le profil phanriacologique de ces deux récepteurs homologues, Li
et al. (1995) établirent des liguées stables de cellules HEK 293 exprimant Ap5-HTBI et
Ap5-HTB2. Ils démontrèrent dans ce système hétérologue que ces deux récepteurs, en
réponse à la 5-HT, stimulaient l’activité de la PLC avec une réponse maximale à 100 nM
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de 5-HT. Le EC50 (valeur quantitative de l’affinité du récepteur pour un ligand et de son
efficacité correspondant à la concentration pour atteindre 50% de la réponse maximale)
pour la 5-HT a été évalué à 1.8 nM pour le récepteur Ap5-HT81 et de 1.5 nM pour le
récepteur Ap5-HTB2. La méthiothépine (un antagoniste non spécifique sérotoninergique)
et le spiperone (antagoniste 5-HT2) inhibent la stimulation de la PLC par la 5-HT et ce
à une concentration de 10 iM. Par contre, la cyproheptadine (10 .tM), un antagoniste 5-
HT1,, n’a aucun effet.
Par des expériences de RT-PCR sur les ARNm isolés de divers tissus d’aplysie,
Li et al. (1995) observèrent que 1’ARNm du récepteur Ap5-HTB est exclusivement
exprimé dans l’ovotestis et dans la spermathèque, alors que l’ARNm du récepteur Ap5-
HTB2 se trouve uniquement dans le SNC. Puisque les récepteurs Ap5-HTBI et Ap5-HTB2
possèdent des profils pharmacologiques similaires mais sont exprimés dans des tissus
différents, les auteurs ont suggéré que ces deux récepteurs résuttent probablement d’une
duplication d’un gène ancestral, plaçant le gène sous le contrôle de promoteurs
différents.
Par leurs lieux d’expression, on peut avancer les hypothèses que le récepteur
Ap5-HTBI est probablement important pour la modulation de la reproduction de
l’aplysie et que le récepteur Ap5-HT82 est essentiel pour activer les voies PLC-PKC
dépendantes dans le SNC. Puisque l’activation de divers isoforrnes de la PKC contribue
à la facilitation de la relâche de neurotransmetteurs, à la modulation des courants K et à
l’excitabilité neuronale, déterminer la contribution du récepteur Ap5-HT2 dans la
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modulation synaptique devient donc essentielle pour pouvoir comprendre comment
moduler les voies PLC-PKC dépendantes (Ghirardi et al., 1992; Sossin et al., 1994;
Sugita et al., 1994).
Un troisième récepteur à 5-HT a été cloné et caractérisé par Angers et al. (199$).
À l’aide d’amorces dégénérées contenant également les séquences correspondant aux
acides aminés conservés dans les domaines transmembranaires six et sept. ils ont criblé
par PCR des banques d’ADNc du $NC et de rein. Ils ont isolé un ADNc codant pour une
protéine de 492 acides aminés (5-HTapi) contenant sept sections constituées
majoritairement d’acides aminés hydrophobes, une grande troisième boucle
intracellulaire et une courte queue C-terminale, caractéristique de récepteurs de type 5-
HT1 (Boess & Martin. 1994; Gerhardt & van Heerikhuizen, 1997). Des analyses par
buvardage de type Southem sur de l’ADN génomique montrèrent que le gène 5-HT1 ne
contient pas d’intron et ne possède pas d’homologue dans le génome d’aplysie. Par
analyse phylogénétique, ils ont produit un dendogramme qui place le récepteur 5HTapi
à l’intérieur du groupe primitif des récepteurs de type 5-HT1,5,7. Pour démontrer que ce
récepteur est bel et bien un membre de la famille des récepteurs 5-HT1, les auteurs ont
déterminé le profil pharmacologique du récepteur SHTapt. Pour ce faire, ils ont exprimé
le récepteur, fusionné à un épitope c-rnyc à l’extrémité N-terminale, dans des cellules
mammifères HEK 293. Sur des membranes plasmiques isolées provenant de ces cellules,
on constate que le LSD[H3] lie de manière dose dépendante le récepteur SHTapj avec un
Kd de 0.56 nM. L’ordre décroissant de puissance pour la compétition à la liaison au
Les auteurs ont publiés en 2003 (Journal of Neuroscience, volume 23, exemplaire I I), une correction sur la nature
sérotoninergique de ces récepteurs. Par conséquent, ils ne peuvent affirmer avec certitude que ces récepteurs activent
la PLC suite à la liaison de 5-HT.
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récepteur 5-HT,1 au LSD[H3] déterminé ROUf plusieurs ligands sérotoninergiques est
représenté dans le Tableau 1.1.
Tableau 1.1- Comparaison des affinités de plusieurs liganils à perturber la liaison du
LSDj3IIJ sur des membranes de cellules transfectées avec l’ADNc du récepteur 5-HT11.
Ligands Spécificité Ki (nM)
5-CT agoniste 5-HT1 1,04
Méthiothépine antagoniste 5-HT 2,62
PAPP agoniste 5-HTIA/antagoniste 5-HTID 9,50
5-HT 13,23
Methysergide antagoniste 5-HT [-2-7 15,01
Clozapine antagoniste 5-HT2 56,63
8-OH-DPAT agoniste 5-HTIA 73,96
Métergoline antagoniste 5-HT127 90,66
Yohimbine antagoniste récepteur a2-adrénergique 222,37
Mésulergine antagoniste 5-HT,7 245,52
Kétansérine antagoniste 5-HT, 288,1$
SCH 23390 antagoniste récepteur à doparnine Dl 616,14
NAN 190 antagoniste 5-HTIA > 1000
Dopamine > 1000
Spiperone antagoniste 5-11T12/récepteur à dopamine D2 > 1000
Aiprénolole antagoniste 3- et f3,-adrénergique > 1000
Tableau modifié de Angers et al. (1998).
L’analyse de ce profil obtenu ressemble beaucoup au profil des récepteurs 5-HT7.
L’affinité du récepteur 5HTapi pour l’agoniste 5-CT est l’unique donnée compatible
avec les récepteurs 5-HT1. La haute affinité observée pour la 5-HT est compatible avec
les niveaux caractérisés pour les récepteurs mammifères 5-HTIÂ.B,D,F et 5-HT7. Ces
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résultats indiquent donc que le récepteur SHTapt est similaire aux récepteurs 5-HT17
mammifères, sans pouvoir l’associer plus spécifiquement à l’une ou l’autre de ces sous-
familles. Il n’est donc pas surprenant d’observer que dans le même système d’expression
hétérologue de cellules HEK 293, l’activation du récepteur 5HTapt par la 5-HT inhibe
l’adénylate cyclase stimulée par la forskoline, et ce de manière dose dépendante. Cette
inhibition est bloquée par l’antagoniste méthiothépine (100 nM). Ce résultat permet
enfin d’associer clairement le récepteur 5HTapi aux récepteurs 5-HT1 couplés à G1.
Pour déterminer la distribution tissulaire de la protéine 5HTapi, Angers et al.
(199$) produirent un anticorps polyclonal anti-5-HTapj, dirigé contre la troisième boucle
extracellulaire. Des expériences d’immunobuvardage de type Western, réalisées sur des
extraits de membranes plasmiques de plusieurs tissus, démontrèrent que ce récepteur est
exprimé dans la branchie, le coeur, le canal sérninifère, le rein et l’ovotestis. Également,
la protéine a été retrouvée dans tous les ganglions du SNC de Faplysie. Ces résultats
furent confinués par RT-PCR.
L’application de 5-HT a généralement été associée à une augmentation du niveau
d’AMPc chez l’aplysie. Il y a quand même quelques données dans la littérature qui
indiquent que la 5-HT est capable d’induire des réponses inhibitrices (Jennings et al.,
1981; Frost et al., 1988; Fisher & Carew, 1993; Ram et al., 1994; Xu et al., 1995;
Storozhuk & Castellucci, 1999a,b; Bristol et aÏ., 2001). Dans tous ces cas, l’activation
d’un récepteur à 5-HT couplé à G dans le SNC pourrait être impliquée. L’implication de
ce type de récepteurs, spécialement dans leur rôle au niveau de la modulation de la
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mémoire et de F apprentissage chez les mammifères, a été documentée. Dépendamment
de leur localisation cellulaire, ils peuvent inhiber l’activation électrique d’un neurone
(diminuer le seuil d’excitabilité) ou diminuer la relâche de neurotransmetteurs
(communément appelés autorécepteurs) (Buhot et al., 1995; Buhot, 1997). Pour l’instant,
aucun lien n’a été établi entre l’activation du récepteur 5HTapi et l’inhibition de
processus neuronaux chez l’aplysie. Par sa distribution et son niveau d’affinité pour la 5-
HT, le récepteur SHTapi est un candidat intéressant dans les processus de modulation
des neurones sérotoninergiques, comme autorécepteurs, ou des intemeurones puisque la
5-HT y tient un rôle inhibiteur dans les voies polysynaptiques (Trudeau & Castellucci,
1992; 1993).
Aucun récepteur à 5-HT couplé positivement à l’adénytate cyclase n’a encore été
cloné chez l’aplysie. Cohen et al. (2003) utilisèrent récemment une approche
pharmacologique pour tenter de caractériser le ou les récepteurs à 5-HT (dénommés 5-
HTAc) capables d’activer l’adénylate cyclase dans le $NC de l’aplysie. Ils ont
également examiné la modulation des propriétés électrophysiologiques des SNs induites
par la 5-HT et dépendantes de 1’AMPc. Concrètement, ils ont identifié des ligands
capables d’induire une inhibition efficace de l’activation de ces récepteurs couplés à G.
La concentration utilisée de 5-HT pour induire une activation de l’adénylate cyclase était
de 25 tM (réponse presque maximale; I iiM induisait 50% de la réponse). L’ordre
décroissant des niveaux de puissance de ces divers antagonistes est répertorié dans le
Tableau 1.2. De tous les antagonistes testés, la méthiothépine fut le plus efficace. Cet
antagoniste inhibait spécifiquement deux aspects de l’activité neuronale 5-HT
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dépendante: (1) l’augmentation de l’excitabilité et (2) l’accroissement des potentiels.
Pour les auteurs, la méthiothépine devenait donc l’antagoniste de choix pour analyser le
rôle de la 5-HT dans diverses formes de neurornodulation chez l’aplysie (Cohen et al.,
2003).
Tableau 1 .2- Antagonistes testés pour l’inhibition de la stimulation de J’adénylate cyclase
dans le SNC de l’aplysie par la 5-HT.
Antagonistes Spécificité
Méthiothépine antagoniste 5-HT
Métergoline antagoniste 5-HT177
Fluphénazine antagoniste réceptetirs dopamine à D1/D2
Clozapine antagoniste 5-HT7
Cyproheptadine antagoniste 5-HT17
Rispéridone antagoniste 5-HT7/antagoniste D2
Ritansérine antagoniste 5-HT2/agoniste inverse
NAN-190 antagoniste 5-HTIÀ
Antagonistes inctctifs
GR-l 13808 antagoniste 5-HT4
SB-204070 antagoniste 5-HT4
Olanzapine antagoniste 5-HT26
Ro-04-6790 antagoniste 5-HT6
RS-102221 antagoniste 5-HT,c
Spiperone antagoniste 5-HT71!antagoniste D2
Adaptée de Cohen et aI. (2003)
Nos connaissances actuelles sur la modulation des circuits neuronaux des
réflexes et les cascades biochimiques activées par la 5-HT ne peuvent expliquer la
totalité des effets que l’on observe. L’identification supplémentaire de récepteurs à 5-HT
permettrait d’acquérir un spectre plus large d’outils moléculaires impliqués dans
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l’activation et la modulation des voies sérotoninergiques dans la mémoire et
l’apprentissage chez Faplysie. Dans le SNC de l’aplysie, il y a plusieurs autres
neurotransmetteurs qui peuvent être relâchés et venir moduler les voies
sérotoninergiques dépendantes, créant un ordre de complexité des réponses pour
l’instant inconnu. Par ces sites potentiels de relâche dans le SNC et par les propriétés des
voies activées dans les systèmes mammifères, la dopamine (DA) est un
neurotransmetteur qui pourrait avoir un rôle neuromodulatoire pour l’instant peu exploré
chez l’aplysie.
1.6 Dopamine
La tyrosine est l’acide aminé précurseur de trois neurotransmetteurs
arninergiques possédant un noyau cathécol: la noradrénaline, l’adrénaline et la
doparnine. La tyrosine est initialement transformée en DOPA (L
dihydroxyphénylalanine) par la tyrosine hydroxylase. Par la suite, la DOPA est convertie
en dopamine par la DOPA décarboxylase. La DA est un neurotransmetteur prédominant
dans les cerveaux mammifères où elle est essentielle dans le contrôle de plusieurs
fonctions physiologiques comme les activités motrices, les émotions, les facultés
cognitives et les réponses de renforcement (Missale et al., 1998).
Les neuroscientifiques se sont toujours intéressés à comprendre comment les
voies doparninergiques exercent leurs fonctions puisque un dérèglement de la
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transmission dopaminergique serait à l’origine de pathologies telles le Parkinson, la
schizophrénie et le syndrome de Tourette (Missale et al., 199$). Plus particulièrement,
les multiples travaux concernant les rôles de la DA dans les mécanismes de
renforcement et de récompense dévoilèrent l’importance de la DA dans la plasticité
neuronale (Wickens et al., 2003). Au début des années cinquante, James Olds et Peter
Milner ont réalisé une expérience sur le rat porteur d’une électrode implantée dans le
cerveau, de sorte que les structures nerveuses pouvaient être stimulées localement à
n’importe quel moment. Brièvement, le rat se déplaçait dans la cage librement et
recevait une stimulation au cerveau chaque fois qu’il se retrouvait dans un endroit
particulier de la cage, soit l’endroit où il pouvait appuyer sur un Levier. Cette stimulation
entraînait une sensation positive et donc le rat revenait rapidement à cet endroit pour
recevoir cette stimulation en appuyant sur ce levier (Bear et aI., 1999). C’est ainsi que
l’on découvrit les procédures de renforcement du cerveau. Par la suite, plusieurs
évidences pharmacologiques démontrèrent que la DA est impliquée dans
l’autostimulation et les systèmes de récompense et que ces mécanismes sont à la base de
la toxicomanie (Berke & Hyman, 2000). Il est intéressant de noter que les mécanismes
moléculaires impliqués dans la dépendance aux drogues sont également modulés dans
l’apprentissage associatif Ces mécanismes impliquent l’activation de récepteurs
dopaminergiques (Berke & Hyman, 2000).
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1.6.1 Récepteurs à DA
On peut répertorier l’identification et la caractérisation de cinq sous-types de
récepteurs à DA (D1-D5). L’analyse de la structure primaire de ces récepteurs révèle
que ces protéines sont des membres de la famille des RCPG. L’organisation génomique
des récepteurs à DA chez les mammifères supporte le concept qu’ils aient dérivé du
gène ancestral en deux familles qui principalement se distinguent par leur profil
pharmacologie et la présence ou l’absence d’introns: les familles Dl et D2 (Missale et
al., 199$).
Les récepteurs de la grande famille Dl, regroupant plus spécifiquement les
récepteurs Dl et D5, sont codés par des gènes qui ne contiennent pas d’introns (Civelli
et al., 1993). Normalement, on constate une queue C-terminale environ sept fois plus
grande pour les récepteurs de la famille Dl que pour ceux de la famille D2. On retrouve
un motif hydrophobe dans la queue C-terminale, liant la protéine DRIP7$, qui
permettant le transport des récepteurs Dl à la surface et donc l’exportation de la protéine
du réticulum endoplasmique (Bermak et al., 2001). Vargas et von Zastrow (2004) ont
démontré la présence d’un motif important pour le recyclage des récepteurs Dl à la
membrane, essentiel pour prévenir le cheminement vers les lysosomes pour la
dégradation, dans la portion proximale de l’extrémité carboxy-terminale. On peut
également noter que ces récepteurs possèdent une courte troisième boucle intracellulaire
(Civelli et al., 1993). PharmacoÏogiquement, on peut distinguer les récepteurs Dl et D5
(Tiberi & Caron, 1994; Jackson et al., 2000). Dans de multiples types cellulaires, les
récepteurs de type Dl, suite à la liaison à la dopamine, activent l’adénylate cyclase
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(Missale et al., 1999). Également, les récepteurs Dl peuvent moduler le niveau de
calcium intracellulaire, notamment par l’activation de la PLC suite à un couplage à Gq
(Jin et al., 2001). Plus spécifiquement, le récepteur D5 possède une activité constitutive
qui stimule l’adénylate cyclase sans la liaison d’un agoniste (Tiberi & Caron, 1994).
Plusieurs études ont permis d’identifier des acides aminés importants pour maintenir
cette activité constitutive (Charpentier et al., 1996; Iwasiow et al., 1999; Dernchyshyn et
al., 2000; Jackson et al., 2000)
Les récepteurs de la famille D2 (comprenant les récepteurs D2, D3 et D4) sont
noniialernent codés par des gènes interrompus par des introns (Civelli et al., 1993). Ces
récepteurs possèdent une longue troisième boucle intracellulaire ainsi qu’une courte
queue C-terminale (Missale et al., 1999). Les profils pharmacologiques varient entre les
récepteurs D2, D3 et D4 (Missale et al., 1999). Les récepteurs de la famille D2 sont
inhibent l’adénylate cyclase. Plusieurs données indiquent que suite à l’activation des
récepteurs D2, une augmentation du courant sortant potassique est observée, provoquant
une hyperpolarization de la cellule. En fait, les récepteurs D2 formeraient des complexes
de signalisation avec certains canaux potassiques, les GIRK ou plus spécifiquement les
IRK (<dnward rectifier K channels») (Gregerson et al., 2001; Lavine et al., 2002).
1.6.2 Mécanismes dopaminergiques et LTP
La modulation de la LTP (pour «long-term potentiation») par la DA a été étudiée
dans quelques régions cérébrales mammifères comme l’hippocampe, le néocortex et le
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striatum. Toutes ces régions reçoivent principalement des projections dopaminergiques
de l’aire tegmentale ventrale et de la substance noire (Bear et al., 1999). L’étude de la
LTP dans l’hippocampe, plus particulièrement dans les cellules pyramidales CAl dont
les neurones des collatérales de Schaffer forment des synapses avec ces cellules, a
contribué grandement à l’élucidation des fonctions dopaminergiques (Figure l.15A).
L’utilisation d’antagonistes spécifiques aux récepteurs Dl et D5 empêcherait ta
maintenance de la LTP à long terme (Huang & Kandel, 1995; Swanson-Park et al.,
1999). Des souris déficientes en récepteurs Dl montrent également une LTP qui décline
après seulement six heures (Matthies et al., 1997). Ces travaux ne sont que quelques
exemples d’études démontrant l’importance de récepteurs à DA de type Dl pour la
phase tardive de la LTP (lay, 2003). Ainsi, l’activation de récepteurs Dl, agissant lors
d’un signal de renforcement dans la mémoire, pourrait être importante pour déterminer
si les changements synaptiques sont suffisants pour maintenir une réponse à long terme,
particulièrement durant la L-LTP (<date phase LTP>)) (Berke & Hyman, 2000).
La modulation de la LTP par la DA implique l’activation de la cascade
AMPc/PKA (Figure 1.15B). La liaison de la DA au récepteur Dl active l’adényÏate
cyclase et provoque donc l’augmentation de la concentration d’AMPc. La PKA est
ensuite activée et la libération des sous unités catalytiques actives de PKA permet la
phosphorylation de cibles localisées dans divers compartiments cellulaires. Par exemple,
PKA peut phosphoryler la protéine DARPP-32 (xDA and cAMP-regulated
phosphoprotein») et la convertir en inhibiteur de la phosphatase PPÏ (Hemmings et al.,
1984). L’inhibition de PPY provoque également l’activation de la CaMKII (kinase II
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figure 1.15- Potentialisation à long terme dans l’hippocampe (LTP). (A) Circuits impliqués
dans la LTP de l’hippocampe de rat. La plupart des expériences utilisent les synapses des
collatérales de Schaffer sur les neurones pyramidaux du champ CAl. Le sens des flèches indique
le sens des afférences majeures et leur action stimulatrice (signifiée par un +). figure tirée de
Purves et al. (2001). (B) Modèle de la LTP des cellules pyramidales. La phase initiale de la LTP
active des récepteurs NMDA glutamatergiques, induisant un influx de Ca2 dans le neurone
postsynaptique. Une induction répétée produit une L-LTP (longue LTP) dépendante de la
transcription et traduction de protéines. L’activation de PKA, MAPK, CREB, suite à un signal
de renforcement dopaminergique, est induite par la liaison de DA à un récepteur de type Dl,
stimulant l’adénylate cyclase. L’activation est indiquée par (—+) ainsi que l’inactivation par (T)•
figure provenant de Kandel (2001).
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calcium-calmoduline-dépendante), une enzyme clé dans la LTP pour l’induction et le
maintien de l’efficacité de transmission synaptique durant la LTP (Bhitzer et al., 1998;
Lisman et al., 2002). La PKA phosphoryle également CREB pour promouvoir la
transcription de gènes essentiels pour la croissance cellulaire et le maintien de la L-LTP
(Jay, 2003). L’activation de PKA par les récepteurs Dl est également impliquée dans la
modulation des courants induits par les récepteurs NMDA (Cepeda et al., 1998). Ainsi
cette réponse synergique est modulée par des mécanismes PKA et Ca2 dépendants
(Wang & O’Donnel, 2001). La concentration de Ca2 peut également être augmentée par
un couplage à Gq du récepteur Dl (Lezcano & Bergson, 2002). L’activation de PKA
durant la LTP induit également une phosphorylation des récepteurs AMPA, ce qui
augmente leur expression à la surface du neurone (Lee et al., 2000a; Swayze et al.,
2004).
Dépendamment de la proportion de récepteurs Dl ou D2 exprimés à la surface,
on peut observer une inhibition de la LTP ou même une induction de LTD (<dong-term
depression»). Les récepteurs D2 peuvent non seulement induire une inhibition de la
réponse Dl dépendante, mais favoriser la déphosphorylation de plusieurs protéines par
l’atténuation de l’action de PKA (Jay, 2003). Les récepteurs D2 peuvent également
inhiber la phosphorylation des sous-unités NR1, importantes pour le fonctionnement des
récepteurs NMDA. De plus, il est important de noter la présence d’une boucle négative
d’action de certaines protéines pour arrêter la LTP. La PP1 est activée par la
calcineurine, une phosphatase calcium/calmoduline-dépendante. La calcineurine
déphosphoryle DARP-32 et bloque l’inhibition de la PP1 (Jay, 2003).
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La LTP implique des changements dans la concentration de protéines
synaptiques. Le marquage synaptique, telle qu’identifié chez l’aplysie, proviendrait de la
modification de protéines rendant la synapse prête à procéder à des changements à long
terme suite à des signaux provenant du noyau (Martin et M., 1997a). Chez les
mammifères, les théories sur le renforcement de la mémoire suggèrent que suite à une
action, il y a une fenêtre de temps où un marqueur peut modifier cette action après la
réception d’un signal de renforcement (Houk et al., 1995; Schultz, 1998). Un mécanisme
candidat qui pourrait être impliqué dans l’établissement de marqueurs synaptiques serait
que la DA viendrait modifier l’expression de gènes durant le signal de renforcement
(Berke & Hyrnan, 2000). Déterminer si la DA est également importante pour induire un
signal de renforcement chez les invertébrés permettrait d’établir des modèles
expérimentaux et moléculaires qui nous renseigneraient sur les liens existants avec le
marquage synaptique.
1.6.3 Dopamine chez les invertébrés
L’importance de la DA et des récepteurs à DA dans le système nerveux central
de divers invertébrés a depuis longtemps été reconnue (Weiss & Drummond, 1981;
Sonetti et al., 1987; Walker & Holden-Dye, 1989; Ah & Orchard, 1994; Hall, 1994).
Deux modèles d’invertébrés se distinguent particulièrement pour leur utilisation dans
l’élucidation des systèmes dopaminergiques: Drosophita rneÏanogaster (mouche à fruit)
et Caenorhabditis elegans.
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L’une des premières indications de l’importance de la DA chez la drosophile a
été montrée chez les mutants Ddc. Ces mouches mutantes, caractérisées par des
performances amoindries dans les essais de mémoire associative, possèdent une activité
réduite de la DOPA décarboxylase (Tempe! et aÏ., 1984). Elles présentent une
arborisation dendritique aberrante (Budnik et al., 1989). À l’aide de protocoles
d’hybridation à faible astringence, les premiers récepteurs à DA chez la drosophile
furent clonés: Drndopl (Gotzes et al., 1994) et dDA1 (Sugamori et al., 1995). Ces deux
récepteurs sont identiques à l’exception d’une extension de 126 acides aminés retrouvée
dans la portion N-terminale de Dmdopl. Par contre, on sait aujourd’hui que ces deux
récepteurs sont dérivés du même gène, soit DmDOP1 ou également appelé D0pR35EF
(indiquant sa position chromosomique), puisque l’extension observée proviendrait
uniquement d’une substitution de nucléotides et d’insertions dans le gène dDA1 d’une
drosophile provenant d’une lignée différente (Gotzes & Baumann, 1996). Ainsi, le
récepteur DrnDOPÏ démontre une grande similarité au niveau de la séquence des
domaines transmembranaires avec les récepteurs Dl (53,1%) et D5 (51,8%)
mammifères. Il présente certaines irrégularités au niveau de l’affinité des ligands
spécifiques à cette famille de récepteurs mammifères (Gotzcs et al., 1994; Sugamori et
al., 1995). Dans la mouche adulte, le gène est exprimé uniformément dans le SNC,
chevauchant bien la distribution des fibres dopaminergiques déterminée par
immunohistochimie (Blenau & Baumann, 2001). Un orthologue de ce récepteur fut
également cloné chez Apis mettifera (abeille) (Blenau et al., 1998). Le récepteur
AmDOP 1 est également couplé à G et présente un profil pharmacologique différent de
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celui identifié pour les récepteurs de la famille des récepteurs Dl mammifères (Blenau et
al., 199$). Comme les récepteurs D5 mammifères, AmDOP1 possède une activité
constitutive. L’agoniste inverse cis(Z)-flupentixol renverse cette activité agoniste
indépendante (Mustard et al., 2003).
Un second type de récepteur activateur de l’adénylate cyclase fut également
identifié chez la drosophile. Encore une fois, le gène peut donner naissance à deux
protéines, DAMB et DopR99B, qui se distinguent uniquement par 27 acides aminés
variables dans la queue C-terminale (Feng et aI., 1996; Han et al., 1996). Le récepteur
DopR99B est non seulement capable d’induire une augmentation de la concentration en
AMPc, mais peut produire un accroissement de la quantité de Ca2, probablement par un
couplage à Gq (Feng et al., 1996; Reale et al., 1997). Leurs profils pharmacologiques
diffèrent l’un de l’autre et également par rapport à ceux des récepteurs D1/D5
mammifères (Reale et al., 1997). L’ARNm de DAMB/DopR99B a été détecté dans le
système nerveux central et périphérique (Han et al., 1996; Feng et al., 1996). Il est
intéressant de noter que le récepteur DAMB montre un patron d’expression qui est très
similaire à celle de l’adénylate cyclase Ca2tcalrnoduline dépendante encodée par le
gène rutabaga (Han et al., 1992; Blenau & Baumann, 2001). Ce gène est essentiel à la
fonimtion de la mémoire à court terme (STM) puisque dans des mouches déficientes en
rutabaga, la STM est retrouvée uniquement lorsqu’il y a expression transitoire de
l’adénylate cyclase encodée (McGuire et al., 2003). Cette adénylate cyclase intégrerait
les signaux cellulaires provenant de l’activation de RCPG et du complexe
Ca2/caImoduline (Davis, 1993). La colocalisation de DAMB et du produit du gène
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rutabaga dans les axones et la capacité de DAMB à activer l’adénylate cyclase
suggèrent que ce récepteur est un excellent candidat pour induire les signaux de
renforcement durant l’apprentissage associatif (Han et al., 1996). Un orthologue pour
DAMB chez labeilÏe a également été cloné: le récepteur ArnDOP2 ou AmBAR6
(Kokay et al., 1999). Cet orthologue est positivement couplé à I’adénylate cyclase mais
peu de données pharmacologiques existent concernant le niveau d’affinité et de
puissance pour des ligands pharmacologiques.
Caenorhabditis eÏegans est un modèle qui a permis l’analyse génétique du
système dopaminergique. On retrouve huit neurones sensoriels dopaminergiques dans le
système nerveux central de C. etegans hermaphrodite (Suiston et al., 1975). Six autres
neurones dopaminergiques sont rett-ouvés dans des structures uniques chez les mâles
(Suo et al., 2004). L’application exogène de DA inhibe la locomotion, la défécation,
l’absorption de nourriture et la ponte des oeufs (Schafer & Kenyon, 1995; Weinshenker
et al., 1995; Suo et al., 2004). Certains antagonistes D2 inhibent ces effets. Quelques
mutants déficients en gènes contrôlant la synthèse et la propagation du signal de la DA
(tyrosine hydroxylase, GTP cyclohydrolase, DOPA décarboxylase, transporteur
vésiculaire) ont été caractérisés (Suo et al., 2004). Un nématode sauvage ralentit ses
mouvements lors du contact avec une source de bactéries, ce qui permet de maximiser
l’absorption en permettant à l’animal de rester près de la source de nourritures. Ces
mutants montrent des problèmes lors de la détection de la nourriture et par conséquent
ne ralentissent pas (Duerr et al., 1999; Sawin et al., 2000). Cette absence d’arrêt est
renversée par 1 application de DA dans le milieu. Un autre comportement impliquant la
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dopamine est la fréquence des mouvements tournants. Un nérnatode va tourner en
présence de nourriture, ce qui permet à l’animal d’augmenter le temps passé près des
sources de nourriture et diminuer la distance de recherche. En absence de nourritures, C.
eÏegans diminue significativement sa fréquence de mouvements tournants (Huis et al.,
2002). Une perturbation du système doparninergique, soit par l’ablation de neurones
dopaminergiques, mutations ou par l’ajout d’antagonistes dopaminergiques, élimine la
capacité de tourner en présence de nourriture (Suo et al., 2004). finalement, un
transporteur à DA a été identifié et, comme chez les mammifères, est capable d’induire
une dégénérescence des neurones doparninergiques chez C. eÏegans (Nass et al., 2002).
Jusqu’à maintenant, trois récepteurs ont été identifiés et clonés chez C. etegans:
le récepteur DOP-1 ($uo et al., 2002; Sanyal et ai., 2004), le récepteur DOP-2 ($uo et
al., 2003) et le récepteur DOP-3 (Chase et al., 2004). Le récepteur DOP-1 est un
récepteur de type Dl (Gotzes et al., 1994; Sugamon et al., 1995). Contrairement aux
membres de la famille Dl mammifère, le gène codant pour le récepteur DOP- 1 contient
huit introns, produisant au moins trois isoformes issues d’épissage alternatif dans la
région de la troisième boucle intracellulaire et de la queue C-terminale. En plus de
stimuler l’adénylate cyclase, DOP-i peut également faciliter l’activation de canaux
potassiques de type Kir3.2 (Sanyal et al., 2004). Cc récepteur possède une activité
constitutive qui est inhibée par l’agoniste inverse flupentixol en système hétérologuc
(Sanyal et ai., 2004). Le récepteur DOP-2 est quant à lui un récepteur de type D2 (Suo et
ai., 2003). Le gène codant pour DOP-2 peut produire deux variants dans la longueur de
leur troisième boucle intracellulaire. Le récepteur DOP-3 est également un récepteur
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semblable aux récepteurs D2 mammifères (Chase et al., 2004). On ne connaît que les
profils pharmacologiques des récepteurs DOP-l et DOP-2 qui se distinguent
passablement des récepteurs mammifères (Suo et al., 2004).
La perturbation de l’expression des récepteurs à DA chez le nématode a permis
de mieux identifier leurs rôles. L’inhibition de l’expression de DOP-l, due à la présence
d’ARN interférents, provoque un ralentissement des mouvements en général et une
diminution dans la capacité du nérnatode à répondre à un stimulus tactile, réponse
normalement contrôlée par des neurones sensoriels (Keating et al., 2003). Sanyal et al.
(2004) ont isolé une lignée mutante qui a une délétion de 2.4 kb dans le gène dop-]. Ce
mutant ne montre aucun défaut de locomotion, de ponte des oeufs et de réponse induite
par la nourriture. Étant donné que le récepteur DOP-1 est exprimé dans des neurones
sensoriels, les auteurs ont testé si le mutant répondait différemment aux stimuli tactiles.
Le mutant s’habitue plus rapidement à des stimuli. Cette habituation est renversée par
l’expression de DOP-l dans les neurones sensoriels (Sanyal et al., 2004).) Chase et al.
(2004) ont plutôt généré des mutants dont les gènes dop-J, dop-2 et dop-3 étaient
perturbés par délétions de séquences et/ou perturbations du cadre de lecture. Ils ont
regardé et mesuré la capacité de ces divers mutants à ralentir en présence de bactéries.
Seulement le mutant dop-3 ne ralentissait pas par rapport au ver sauvage. Ce défaut
pouvait être renversé par transfonuation avec un transgène contenant le gène dop-3
sauvage. Un double mutant déficient en dop-1 et dop-3 montre des caractéristiques
semblables au nématode sauvage. L’activation du récepteur DOP-l empêche donc le
contrôle du ralentissement par DOP-3 (Chase et al., 2004). L’application de DA paralyse
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normalement le ver, sauf dans le cas des mutants dop-3. Le double mutant dop-1 et dop
3 est également paralysé dans ces conditions. Par conséquent, le récepteur DOP-3 est
responsable de l’inhibition de la locomotion alors que le récepteur DOP-l montre une
action activatrice.
La drosophile et le nématode nous ont donc permis d’identifier non
seulement des récepteurs à DA possédant des profils pharmacologiques particuliers,
mais également d’en comprendre leurs rôles potentiels dans le contrôle des voies
dopaminergiques. On possède encore peu de données entourant l’importance de la
dopamine et plus précisément des récepteurs à DA dans la mémoire et l’apprentissage.
L’aplysie présente donc un modèle intéressant pour déterminer si la dopamine est bel et
bien un neurotransmetteur essentiel pour induire les signaux de renforcement durant
l’apprentissage associatif.
1.6.4 Dopamine chez l’aplysie
Les premières évidences de réponses dopaminergiques chez l’aplysie furent
rapportées par Gerschenfeld et Tauc (1964) qui enregistrèrent des réponses excitatrices
et hyperpolarisantes suite à l’application de DA, résultats corroborés par Ascher (1972).
Carpenter et al. (1971) identifièrent le contenu en DA de divers tissus chez l’aplysie. On
retrouve de la DA dans tous les ganglions du système nerveux, particulièrement dans les
ganglions pédaux. Puisque ces ganglions sont principalement impliqués dans le contrôle
de la locomotion en général (KandeÏ, 1979), ces observations sont donc les premières
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évidences de l’implication possible de la DA dans l’intégration des effets moteurs chez
l’aplysie. Fait intéressant, Fapphcation de DA sur certains neurones provoque des
réponses biphasiques qui sont le résultat de réponses excitatrices suivies de réponses
inhibitrices (Ascher, 1972). Il y aurait au moins deux récepteurs à DA différents, un pour
induire la dépolarisation, un autre pour l’hyperpolarisation, tels que montré par la
capacité de divers antagonistes à inhiber l’une ou l’autre de ces réponses. Pour l’instant,
certaines cellules ont été bien caractérisées pour leur réponse à la DA. Des réponses
excitatrices dominantes sont observées dans certaines cellules antérieures des ganglions
pleuraux, dans les cellules LP1 et R2 ainsi que dans les neurones LB et LC du ganglion
abdominal (Ascher, 1972). On constate des réponses inhibitrices doparninergiques dans
la majorité des cellules sensorielles classiques utilisées pour les cultures neuronales (VC,
LE, rLE, RE) et les cettules RB du ganglion abdominal (Ascher, l972 Dubuc &
Castellucci, 1991). Les scientifiques se sont concentrés sur trois systèmes particuliers
pour mieux comprendre la contribution des voies dopaminergiques chez l’aplysie: la
cellule rythmique Ri 5, la branchie et les circuits neuronaux impliqués dans l’ingestion
de nourriture.
1.6.4.1 Cellule R15
La cellule R15 se trouve dans le ganglion abdominal, plus précisément du côté
dorsal inférieur, dans le quadrant droit du ganglion, et atteignant des diamètres entre 300
à 500 jim (Winlow & Kandel, 1976) (Figure 1.8). Weinreich et al. (1972) observèrent
des niveaux de DOPA décarboxylase significatifs dans Ris. La caractéristique
particulière de cette cellule est son activité rythmique, distinguée par des rafales de
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potentiels d’action. En résumé, on remarque un regi-oupernent de potentiels d’action
suivit par une hyperpolarisation importante, créant un temps mort entre chaque rafale
(Adams & Benson, 1985). L’application de 5-HT, à des concentrations de l’ordre du iO
M, provoque une hyperpolansation persistante. La 5-HT bloque complètement la portion
de regroupements de potentiels d’action (ou rafale). Cette activité modulée par la 5-HT
est induite par l’AMPc, l’activation de canaux K (Adams & Benson, 1985) et une
augmentation dune conductance en C1 (Lotshaw & Levitan, 1 987). Par contre, à des
concentrations de lO M, la 5-HT dépolarise R15 (Tremblay et al., 1976). Ascher (1972)
montra que la DA hyperpolarise RiS, et ce pour plusieurs minutes. Cette
hyperpolarisation DA dépendante désensibilise également après dix minutes
d’application (Tremblay et al., 1976). Lorsque l’on mesure les paramètres d’action de la
DA sur la synapse RCI-R15, l’effet est sur la terminaison présynaptique et n’implique
pas l’action d’interneurones (par des expériences avec des concentrations élevées de
cations divalents) (Tremblay et aI., 1976). L’utilisation d’agents pharmacologiques
suggère Fexistence de récepteurs différents sensibles soit à la DA ou à la 5-HT
(Tremblay et aI., 1976). L’action de la DA s’explique par la fermeture de canaux Na
(Adams et al., 1980) et/ou par l’augmentation de la conductance en K (Chesnoy
Marchais, 1984). On constate également une diminution de l’influx de calcium
axodendritique dans R15 induite par la DA (Lewis et al., 1984). L’injection d’inhibiteurs
de PKA ne renverse pas la réponse dopaminergique dans le neurone RiS (Adams &
Levitan, 1982) (Levitan et Levitan (1988). La cellule Rl5 représente donc un modèle
intéressant pour étudier les mécanismes moléculaires responsables de l’inhibition des
potentiels d’action en rafales par la DA.
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1.6.4.2 Réflexe de retrait de la branchie
Le réflexe du retrait de la branchie et son habituation subséquente sont induits
par la stimulation tactile répétée du siphon (Lukowiak & Peretz, 1977). Il a été démontré
que la stimulation du neurone moteur L9 de la branchie (Figure 1.8), neurone
dopaminergique, est suffisante pour renverser l’habituation. La relâche de DA, entre
autre par L9, induit une augmentation dans l’amplitude du réflexe de retrait de la
branchie et prévient l’habituation (Ruben & Lukowiak, 1979). La DA peut également
augmenter l’efficacité de la transmission synaptique du neurone moteur L7 de la
branchie (Figure 1.8) à induire la contraction de ce tissu (Ruben & Lukowiak, 1979). De
faibles concentrations de DA (11Y7 M) provoquent une contraction régulière de la
branchie tandis que des concentrations supérieures entraînent une contraction tonique
(Swann et al., 1982a). En présence de magnésium, bloquant les transmissions
synaptiques chimiques, la DA induit quand même la contraction de la branchie,
suggérant la présence de récepteurs à DA sur les muscles fibreux de ce tissu (Swann et
al., 1 982a). Sur des cultures primaires de fibres musculaires de la branchie dissociées de
l’aplysie, la DA est également capable de provoquer une contraction de ces cellules
(Cawthorpe & Lukowiak, 1990). La DA active l’adénylate cyclase dans la branchie,
donc la facilitation du réflexe de retrait de la branchie par l’AMPc est consistant avec
d’autres mécanismes de facilitation (Weiss & Drummond, 1981; Swann et al., 19$2a;
Ruben & Lukowiak, 1983).
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1.6.4.3 Comportement d’alimentation
Les scientifiques commencent à mieux cerner les subtilités du conditionnement
instrumental chez l’aplysie (Nargeot et al., 1997; l999a,b,c; Brernbs et al., 2002;
Brembs, 2003). Les neurones clés impliqués dans les mouvements lors du comportement
d’alimentation sont connus. On les retrouve dans le ganglion buccal et ils contrôlent les
mouvements d’ingestion et de rejet de la radula (un organe ressemblant à une langue)
dans la masse buccale (Figure 1.1 6A). On peut conditionner ce comportement
classiquement et instrnmentalernent (Nargeot et al., 1997; Lechner et al., 2000a,b;
Brembs et al., 2002).
Le nerf de l’oesophage En2 est essentiel durant l’alimentation de l’aplysie.
Lorsque l’animal attrape et avale des algues, on peut emegistrer des bouffées de
potentiels dans ce nerf (Figure l.16B) (Brembs et al., 2002). Le nerf de l’oesophage
serait important pour transmettre l’information concernant la présence de nourriture aux
ganglions buccaux. Dans le but d’imiter le signal provoqué par la présence de nourriture
(signal de récompense) dans une expérience de conditionnement instrumental, le nerf
En2 fut stimulé in vivo à chaque fois que l’animal produisait un mouvement de morsure
en absence de nourriture. Les stimulations conservaient le patron ressemblant à celui des
activités enregistrées en présence de nourriture. Suite à ces stimulations, l’animal était
capable de produire plus de morsures sans stimulation par rapport à un animal n’ayant
pas reçu ces stimulations. Donc, ces stimulations correspondraient à des signaux
provenant de la présence de nourriture, donc à des signaux de renforcement (Brembs et
al., 2002). Ces signaux de renforcement du nerf de l’oesophage se traduisent
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Figure 1.16- Conditionnement instrumental chez l’aplysie. (A) Photographie de la tête et de la
bouche durant une bouchée de l’aplysie. (B) Photographie de la surface caudale du ganglion
buccal où les neurones ont une coloration caractéristique orangée. Le nerf de l’oesophage En2 est
aussi visible. (C) Diagramme représentant le modèle du circuit de neurones buccaux impliqués
dans les mouvements de la bouche. Le neurone 351 est encadré en pointillé. Figure tirée de
Brembs (2003).
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par Factivité neuronale induite dans les ganglions buccaux. Dans ces ganglions, le
neurone 351 est essentiel pour déterminer la nature des mouvements de la radula
(mouvements de rejet ou ingestion) (Figure 1.16C).
Plusieurs évidences montrent que le neurone B5 1 est actif durant l’envoi de
signaux de renforcement du nerf En2 et que la source de ces signaux serait ta relâche de
DA par le nerf de l’oesophage (Nargeot et al., 1999e). Par conséquent, B51 devient donc
une cellule candidate pour recevoir les influx convergents durant le comportement
instrumental et les signaux de récompenses dopaminergiques (Brernbs, 2003). Suite à
une expérience de conditionnement instrumental, on remarque que les propriétés
biophysiques de la membrane ont été modifiées, produisant un état plus excitable
(Brembs et al., 2002). En culture isolée de cellules B5 t, un système analogue du
conditionnement instrumental, si on applique de la DA juste après la dépolarisation
induite, comme lors dun mouvement d’ingestion. on observe les mêmes changements
biophysiques que ceux retrouvés durant le conditionnement instrumental (Brembs et al.,
2002). La modulation de la plasticité dans 351 provoque des modifications des
propriétés biophysiques des neurones du circuit pour les rendre plus activables et
contribue à augirlenter les mouvements d’ingestion suite à un conditionnement
instrumental (Brembs, 2003). Ainsi, chez I’aplysie, on observe une convergence sur le
neurone 351 entre le conditionnement instrumental et les signaux de renforcement (ou
de récompense) induits par la DA.
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Dans le conditionnement classique, En2 semble également important pour
induire un signal de renforcement. Reyes et al. (2004) démontrèrent que la DA est
également importante pour le renforcement du conditionnement classique (Nargeot et
aï., ï 999e), et entraîne des changements in vivo et in vitro de l’activité de 351. Par
contre, la DA n’a pas les mêmes effets sur les propriétés de 351 durant le
conditionnement classique et instrumental. Le conditionnement classique entraîne une
relâche de DA ce qui augmente le seuil d’excitabilité de B51 (Lorenzetti et al., 2004).
Cette augmentation provoque un état moins excitable du neurone 351. Ainsi, l’animal
ne sera pas en mesure de produire des mouvements d’ingestion aussi facilement. Il faut
un stimulus conditionnel pour renverser l’état d’excitabilité de 351. Le neurone 351
devient donc une cellule sur laquelle on peut comparer directement la différence entre
les mécanismes responsables du conditionnement classique et instrumental.
Il n’y a pas que le neurone 351 qui répond à la DA. Dans une préparation serni
intacte de la tête de l’aplysie, Kabotyanski et al. (2000) montrèrent que l’ajout de DA
dans le bain induisait des mouvements d’ingestion, suggérant que la DA module
l’activité de plusieurs cellules nerveuses. Ï! y a au moins cinq cellules dans les ganglions
buccaux et soixantedix autres dans les ganglions cérébraux qui sont dopaminergiques.
Au moins trois axones sont positifs pour la DA dans chaque connectifs entre les
ganglions cérébraux et buccaux (Goldstein & Schwartz, 1989).
Certaines autres données intéressantes concernant les rôles potentiels de la DA
ont été rapportées dans la littérature. Par exemple, l’infusion de DA induit une
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contraction de la glande opaline. L’action de la DA n’est pas affectée par le blocage
général des transmissions synaptiques au niveau de la glande, suggérant l’action directe
de la DA su;- les cellules musculaires entourant la glande (Tritt & Byrne, 1 982). De plus,
non seulement la DA induit une contraction accentuée de la glande, mais semble
également avoir un effet sur le niveau de relâche d’encre (Tritt & Byrne, 1982). Le rôle
de la DA au niveau de la modulation des effets moteurs chez l’aplysie a également été
confirmé par Flinn et al. (2001) qui utilisèrent des antagonistes dopaminergiques pour
étudier les effets du blocage de récepteurs à DA su;- des comportements moteurs. Ils
observèrent que l’action de l’antagoniste SCH 23390 (Dl spécifique) entraînait une
augmentation de l’ouverture du parapode, du retrait du siphon et du déplacement de
l’aplysie (mouvement de galop vers l’avant de l’animal). Très peu de données existent
sur les effets de la DA sur les neurones sensoriels impliqués dans le réflexe de retrait du
siphon ou de la queue. Billy et Walters (1989) observèrent que la DA induit une
augmentation du seuil d’excitabilité des neurones sensoriels de la queue, les rendant
donc moins excitables. Cet effet est en accord avec l’inhibition présynaptique causée par
la DA dans les neurones sensoriels innervant le siphon (Abrams et al., 1984). On peut
significativement augmenter le réflexe de retrait du siphon en utilisant des antagonistes
doparninergiques, potentiellement par facilitation des neurones sensoriels (flinn et al.,
2001). Par conséquent, la DA a un effet plutôt inhibiteur sur la facilitation, l’habituation
ou sur le conditionnement classique chez l’aplysie.
À ce jour, aucun récepteur à DA n’a été identifié chez l’aplysie. Dans la
littérature, il existe certaines données concernant la distribution potentielle de récepteurs
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doparninergiques. Drummond et al. (1980) utilisèrent un essais de compétition de la
liaison de LSD[3H] sur divers tissus et ganglions, liaison inhibée par la DA. De manière
générale, ils identifièrent des sites de liaison DA spécifiques dans tous les tissus testés
(branchie, coeur, masse buccale, pied), mais c’est au niveau des ganglions du système
nerveux central de l’aplysie qu’ils ont retrouvé le plus de récepteurs à DA (Drummond
et al., 1980).
La seule étude faisant état de l’utilisation de plus d’un antagoniste
doparninergique fut accomplie par Chandhoke et al. (2001). Les auteurs utilisèrent des
ligands radioactifs Dl (SCH 23390), D2/D3 (quinpiroÏe) et D4 (clozapine) spécifiques.
Des niveaux de liaison spécifique pour ces divers types de récepteurs, ou du moins pour
ces ligands, furent mesurés (Chandhoke et al., 2001). Cette étude nous laisse donc
présager l’existence potentielle de divers types de récepteurs à DA chez l’aplysie avec
des profils pharmacologiques distincts.
L’analyse de la diversité des voies de signalisation activées par la DA permet de
prédire le type de récepteurs à DA qui pounaient être activés. Les travaux de Weiss et
Drummond (1981) permirent de démontrer la capacité de la DA à stimuler l’adénylate
cyclase dans des extraits de branchie d’aplysie. Précisément, la DA augmente 3 à 5 fois
l’activité de l’adénylate cyclase (EC50 de 10 jiM). L’utilisation d’antagonistes a permis
d’observer une similitude entre ces récepteurs à DA et les récepteurs à 5-HT capables
d’activer l’adénylate cyclase dans la branchie. Sasaki et Sato (1987) observèrent que
l’hyperpolarisation induite par la DA dans certains neurones était non seulement
1. 7 Pro/et de recherche de doctorat 79
associée à un accroissement de la perméabilité au K, mais que cette réponse était
sensible à un traitement à la toxine de pertussis. Cette toxine provoque l’ADP
ribosylation de la sous unité Gu1 ce qui stabilise son association aux sous-unités G3y et
empêche son action inhibitrice sur la cyclase. Ainsi, on retrouve chez l’aplysie des
récepteurs à DA couplés à une protéine Gai.
Le clonage et la caractérisation de récepteurs dopaminergiques permettra de
développer des outils pharmacologiques, biochimiques et moléculaires dans l’objectif de
cibler spécifiquement ces récepteurs pour déterminer les fonctions de la DA dans la
mémoire et l’apprentissage chez I’ aplysie.
1.7 Projet de recherche de doctorat
Notre laboratoire s’intéresse depuis plusieurs années à déterminer les
mécanismes déclencheurs des modifications synaptiques à la base des phénomènes de
mémoire et d’apprentissage. Nous utilisons une approche réductionniste, soit l’utilisation
de l’aplysie, pour comprendre ces mécanismes par l’observation de formes simples
d’apprentissage et de mémoire au niveau cellulaire et moléculaire.
La 5-HT est responsable de l’activation d’une cascade biochimique complexe qui
entraîne des événements moléculaires à la base de la modification des réflexes de
défense de l’aplysie suite à un processus d’apprentissage. Toutes ces modifications sont
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déclenchées par la liaison de la 5-HT sur des récepteurs couplés aux protéines G. Des
efforts considérables ont été entrepris pour non seulement identifier ces récepteurs mais
également caractériser les mécanismes d’action de ces protéines. Malgré les données
actuelles sur les éléments impliqués dans cette cascade activée par la sérotonine et la
nature des récepteurs identifiés, il reste que nième si Von réduit le système à sa plus
simple expression biologique, l’action de la 5-HT mobilise une réponse complexe qui ne
peut s’expliquer totalement par les éléments identifiés jusqu’à ce jour. Il devient
nécessaire de connaître en détail les récepteurs impliqués. Nous avons élaboré un projet
de recherche nous permettant de cloner et caractériser de nouveaux récepteurs
sérotoninergiques dans le SNC de l’aplysie.
Par conséquent, à l’aide d’amorces dégénérées contenant les séquences
correspondant aux acides aminés conservés dans les domaines transmembranaires six et
sept, nous avons criblé par PCR une banque d’ADNc du SNC pour identifier des
fragments correspondant potentiellement à de nouveaux récepteurs sérotoninergiques.
De cette manière, on obtient théoriquement un produit de PCR hétérogène contenant
cette région correspondante de tous les récepteurs à 5-HT chez l’aplysie exprimés dans
le SNC. Ainsi, nous avons cloné l’ADNc, à partir de l’un de ces fragments, d’un
récepteur de type 5-HT1, couplé négativement à l’adénylate cyclase et exprimé
exclusivement dans le SNC de l’aplysie tSHTap2). Le récepteur SHTap2 est également
capable d’activer l’adénylate cyclase. Les résultats rapportant la caractérisation
moléculaire, pharmacologique et l’implication potentiel de ce récepteur dans la
régulation de la ponte des oeufs de l’aplysie furent publiés dans le Journal of
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Neurochemistry en 2002 et font l’objet du second chapitre de cet ouvrage (Barbas et al.,
2002).
Étant donné que nous venions d’identifier un second récepteur de type inhibiteur
de l’adénylate cyclase exprimé dans le système nerveux central de l’aplysie, nous avon
s
entrepris des travaux nous permettant de déterminer la localisation spécifique de
ces
deux récepteurs, soient les récepteurs SHTapi et 5HTap2, dans les divers ganglio
ns
(Angers et al., 199$; Barbas et al., 2002). Par hybridation in situ, nous avons établi une
cartographie détaillée de la localisation des ARNm codant pour ces récepteurs.
Pour
déterminer si l’on retrouvait ces ARNm dans des neurones sensoriels, nous av
ons
comparé l’hybridation de ces sondes avec celle obtenue avec une sonde nous perm
ettant
d’identifier les neurones sensoriels positifs à la sensorine. Nous venons donc d’iden
tifier
la nature et la localisation des neurones exprimant l’un et/ou l’autre de ces récept
eurs.
Ainsi, nous croyons que ces résultats, qui font l’objet du troisième chapitre de cet
ouvrage et qui furent publié dans la revue Journal of Comparative Neurology (Barbas et
al., 2005a), nous permettrons de non seulement prédire leurs fonctions mais également
d’aller modifier l’activité de ces récepteurs au niveau cellulaire pour p
ouvoir en
déterminer leurs rôles.
À partir de nos criblages par PCR d’une banque d’ADNc du SNC avec les
mêmes amorces dégénérées, préalablement utilisées dans le laboratoire pour
identifier
des récepteurs à 5-HT, nous avons complété le clonage d’un autre récepteur q
ui s’est
avéré être dopaminergique. Le récepteur Apu0i est capable d’activer l’adénylate
cyclase
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suite à la liaison de la DA et de la 5-HT dans un système hétérologue. On remarque
également une activité constitutive du récepteur. Un anticorps dirigé contre la troisième
boucle extracellulaire nous a permis de confirmer une expression forte dans le SNC de
l’aplysie. Par microinjection dans des neurones sensoriels, nous avons observé que
l’expression de cette protéine change l’état d’excitabilité des neurones sensoriels et que
le récepteur Apd01 est également capable de stimuler l’activité des neurones chez
l’aplysie. Ces travaux, que l’on retrouve en détail dans le quatrième chapitre et qui ont
été soumis à Journal ofNeurochemistry (Barbas et al., 2005b), représentent la première
identification d’un récepteur dopaminergique chez l’aplysie. Nous pensons que le
récepteur Apu0j serait impliqué dans la modulation du conditionnement instrumental au
niveau du neurone B51 et possiblement dans la modulation de l’habituation du réflexe
de retrait de la branchie. De plus, l’identification de cette protéine nous permettra de
pouvoir explorer le rôle de la DA comme signal de renforcement.
2Préambule
La 5-HT est responsable de l’activation d’une cascade biochimique qui entraîne
des modifications moléculaires à la base de la modulation des réflexes de défense de
l’aplysie suite à un processus d’apprentissage (Barbas et al., 2003). L’activation de
récepteurs sérotoninergiques joue donc un rôle «initiateur dans les processus de
mémoire et d’apprentissage chez Ï’aplysie. Puisque l’on ne connaît pas notamment le ou
les récepteurs sérotoninergiques activateurs de l’adénylate cyclase exprimés à la surface
des neurones sensoriels, nous pensons que l’évaluation de la contribution de la 5-HT
dans la modulation de ces phénomènes ne peut qu’être incomplète. L’objectif de l’un de
nos projets de recherche consiste à identifier les molécules essentielles dans l’activation
des voies sérotoninergiques, par conséquent cloner et caractériser de nouveaux
récepteurs sérotoninergiques dans le SNC de l’aplysie. Nous pounons alors mieux
comprendre comment les voies de signalisation cellulaire activées par la sérotonine
interagissent pour provoquer des modifications synaptiques qui sont responsables des
formes élémentaires d’apprentissage. Ces travaux furent publiés en 2002 (Barbas et al.,
2002).
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2.1 Abstract
Serotonin bas been shown to be a neurornodulator in the Aptysia caÏifornica
CNS. The diversity of serotonin actions is due to the existence of several different
receptor subtypes. In this study we report the eloning ofa full length cDNA, coding for a
2.2 Introduction 85
novel serotonin receptor (5-HTap2). The receptor protein bears the characteristics of G
protein-coupled receptors. It shares 68% and 34% of its arnino acid sequence identity
with the 5-HT11 receptor from Lymnaea stagnaÏis and the mammalian 5-HTIA receptor
respectiveÏy. When transfected in HEK 293 celis. 5HTap2 was negatively coupled to
adenylate cyclase. Ligand binding analysis indicated that the order of potencies of
various drugs for the inhibition of [3H]LSD binding was: methiothepin> metergoline>
5-CT> PAPP> 5-HT> ketanserin > NAN-190> 8-OH-DPAT> clozapine. RT-PCR
amplification of RNA isolated from different tissues indicated that this receptor is
expressed in the CNS and in bag ceils. The expression of SHTap2 restricted to the CNS
suggests an important role for this receptor in the modulation of neuronal flmctions in
Aplysia. Moreover, the high expression of SHTap2 in the bag ceils, associated with its
pharniacological profile, suggests that this receptor may be irnplicated in modulating the
afierdischarge during the egg-laying behavio r.
2.2 Introduction
Over the last 20 years, important progress has been made in understanding the
cellular and molecular rnechanisms underlying behavioral plasticity and learning. In
these processes, the modulation of ionic conductance is rnediated by the combinatorial
integrated action of several neurotransmitters, among which serotonin (5-HT; 5-
hydroxytryptamine) selectively regulates different neuronal systems through the
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activation of distinct receptor subtypes (Casse! & Jeltsch, 1995; Gerhardt &
Heerikhuizen, 1997; Buhot, 1997; Meneses, 199$; Pauwels, 2000).
In the rnolÏusk Aplvsia caÏi/àrnica, 5-HT is associated with different behaviors
(Hen, !993; Walters & Ambron, 1995; Pittenger & Kande!, 1998). !n this invertebrate,
one of tue rnost studied behaviors is a withdrawal reflex, where 5-HT induces short- and
!ong-tenu synaptic changes in sensory neurons (for review see Glanzrnan, 1995;
Pittenger & Kandel, 1998). Sirni!ar!y, 5-HT modulates the function of peptidergic
neurons involved in the reproductive behavior in Aplysici (Jennings et al., 1981). As
observed in mammals, the stimulation of different 5-HT-receptor subtypes (Drummond
et al., 1980; Kadan & Hartig, 198$; Emptage & Carew, 1993; Sun et al., 1996) leads to
the production of distinct second messengers through the activation of multiple effectors
such as adenylate cyc!ase (Backsai et a!., 1993) and phospholipase C (Ghirardi et al.,
1992; Li et a!., 1995). Risc in second messengers then leads to the activation ofprotein
kinase C (Ghirardi et aÏ., 1992; Byrne & Kande!, 1996), protein kinase A (Ghirardi et al.,
1992; Backsai et aI., 1993) and mitogen-activated protein kinase (MAP kinase) (Martin
eta!., !997b).
Despite the crucial role of the serotoninergic system in Ap/vsia behavior, little is
known about the characteristics of its molecular components. In Aplvsia, 5-HT acts on at
Ïeast six different receptor subtypes to activate different postsynaptic responses
(Gerschenfe!d & Paupardin-Trich, 1974b; Kadan & Hartig, 198$). So far, only three 5-
HT receptors have been characterized in this invertebrate. Li et al. (1995) cloned two
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closely refated receptors, Ap5-HTBI and Ap5-HTB7, that stirnulates phospholipase C in
response to 5-HT and are expressed in the CNS (Ap5-HTB2) and in the reproductive
system (Ap5-HTB1). However, they could not be readily grouped within any of the
mammalian subgroups based on arnino acid sequence identity. The third receptor gene
encoded a 5-HT1-like receptor, negatively coupled to adenylate cyclase and is expressed
in vanous tissues (Angers et al.. 1998). However, the contribution of these receptors to
the numerous physiological functions modulated by 5-HT in Aplvsia is unknown.
In order to gain insight into the molecular characterization of other serotonergic
receptors in ApÏysia, we isolated a new 5-HT receptor (5HTaj,2) with significant
sequence and structural homologies with the 5-HT1 receptor farnily. Transient
expression in HEK 293 cells confirrns this analysis, dernonstrating that this receptor is
negatively coupled to adenylate cyclase in response to 5-HT. Using RT-PCR. a
restricted expression was detected in the central nervous system, suggesting a potential
role for this protein in the modulation of synaptic coirnections and neuronal properties.
2.3 Materials and methods
Animais and compozmds
— Apivsia californica weighing 100-200 g were purchased from
the Aplvsia Resource Facility (Miami, FL) or from Marine Specirnen Unlimited (Pacifie
Palisades, CA), rnaintained in an aerated seawater tank at 15°C and fed every day ad
libitum. [N-methyi-3HJlysergic acid diethylarnide ([3H]LSD) and {3H]adenine were
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purchased from NEN (Mississauga, Ontario, Canada). ATP, cyclic AMP (cAMP), 5-
carboxamidotryptarnine maleate (5-CT), clozapine n-oxide, doparnine hydrochioride,
forskolin, (±)-8-hydroxy-dtropyÏaminotetralin hydrobrornide (8-OH-DPAT), 5-
hydroxytryptarnine (5-HT). isobutylmethyxanthine (IBMX), ketanserin tartrate.
metergoline, methiothepin mesyl ate, NAN- 190 hydrobrorni de, octoparnine and p
arninophenetyl-m-trifluoromethylphenyl piperazine (PAPP) were purchased from
Sigrna-Aldrich (Oakville, Ontario, Canada).
PC]? amplification and cloning of5-HT2 cDNA - Pliage DNAs (200 ng) isolated from
an Aplvsia random-prirned 2GT 10 CNS cDNA library was PCR-amplified for 40 cycles
(94°C for 1 .5 mm, 40 °C for 2 min and 72 °C for Ï mm) in the presence of two
degenerate primers (800 ng each) corresponding to the highly consened receptor
sequences found in the sixth and seventh transmembrane (TM) domains: 5’-
(G.C)IGCITT(T.C)ITIITITG(C.T)TGG(C.T)TGG(C,T)TICCITT(C.T)TT-3’. and 5’-
TCIGGII(A,T)(G,A)AAIATIG(T,C)(G,A)TA(G,A)ATIA(T,C)IGG(A,C)TT-3’. PCR
products were fractionated on a 4% agarose gel and a 147 bp fragment (5-HTap2A) was
subcloned into pCR 2.1 plasrnid (Invitrogen, Carlsbad, CA) and sequenced according to
the Sequenase protocol (United States Biochernical Corp.). To clone the ftill-length
cDNA, we pcrformed PCR-arnpÏifications on the same phage DNAs using sense and
antisense 5HTapSPCCifiC priier (5-GACGAGCGGAACATTCCCATC-3’ and 5’-
GATGGGAATGTTCCGCTCGTC-3’) and two 2GT10 specific primers (5’-
AGCAAGTTCAGCCTGGTTAGTC-3’ and 5’ -CTTATGAGTATTTCTTCCAGGGTA
3’). The products of these PCR-arnplifications (SHTap2B and 5-HTap2c) were subcloned
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into PCR 2.1 or pZAPA/TA vectors, and sequenced (f igure 2.1 A). pZAPA/TA plasmid
was constructed by ligating two complem entary oligonuci eotides (5’-
AGCTTCCATGGATATCATGGCCAACAAAACCATGGG-3’ and 5’-
AATTCCCATGGTTTTGTTGGCCATGATATCCATGGA-3’) containing Xcmt sites
between the EcoRi-Hindili sites of pBluescript vector (Stratagene, CA). Digestion with
the restriction enzyme XcmI produces single thymidine (T) overhangs allowing cloning
of unrnodified PCR products. To obtain the missing 5’ end of the transcript we
perforrned a final PCR-amplification using an antisense 5-HTap2B-specific primer (5’-
CTGTTATGTCTGAATCATTGTTAGGG-3’) and the 2GT1O specific primer described
above (5-HTa1,2D; Figure 2.1 A). Ail PCR-ampiifications were performed with the
proofreading polyrnerase Vent from New England Biolabs (Mississauga, Ontario,
Canada). Overlapping sequences were read from multiple clones generated from
independent PCR amplifications.
Transient expression an1 innmtnoflttorescence - The coding region of SHTap2 was PCR
arnplified with the Vent DNA polymerase and the primer pair 5’-
CCATCGATGACGACTCCGGGACACTTAGCTC-3’ and 5’-
CCATGCATTTCAATCGTCACTGGTGCCC-3’ (underlined: ClaI restriction site). The
product was subcioned in pZAPA/TA vector and sequenced. The product was digested
with ClaI and BarnHI and subcloned in frame with the c-rnyc epitope in
pcDNA3IRSVIMYC. The pCDNA3/RSV/MYC plasmid was previously obtained by
adding the c-rnyc epitope EQKLISEEDLN (Degols et al., 1991, Cravchik & Matus,
1993) to the pcDNA3/RSV vector (Jockers et al., 1996). Hurnan embryonic kidney celis
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(HEK 293) and monkey kidney cells (COS-7) were transfected with the recombinant
plasmid by calcium phosphate-mediated transfection. Ceils were collected 48 hours
post-transfection for functional assays.
For immunofluorescence, COS-7 celis transiently expressing 5HTap2 were fixed
in 4% parafonnaldehyde in PBS for 15 min at room temperature. The celis were then
blocked with 1% BSA in PBS. Ceils were incubated with the anti-myc 9E10 monoclonal
antibody (Santa Cruz Bitoechnology Inc., CA), or with a rabbit anti-cainexin antibody
(Sigrna-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada) for 1 h at room temperature in PBS
containing 0.1% bovine serum albumin (BSA). Foi- intracellular labeling, celis were
perrneabilized with 0.3% Triton X-100 in PBS containing 0.1% BSA. Ceils were washed
in permeabilization buffer and incubated with Texas red-conjugated species-specifi e
secondary antibodies (Jackson Imrnunoresearch Laboratories, West Grove, Pa.) in
blocking buffer for I h. Mounting was donc in Immunofluor mounting medium (ICN,
Costa Mesa, CA). Celis were visualized by immunofluorescence, using 63X plan
Apochromat objective of a Zeiss Axioskop fluorescence microscope.
Ligand binding analvsis - Membranes were prepared from 5HTap2 transfected HEK 293
celis as described by Hebert et al. (1996). Membranes were resuspended in 75 mM Tris
pH 7.4, 5 mM MgC12 and 2 mM EDTA buffer. For saturation experirnents, 25 jig of
membrane proteins were incubated in duplicate with increasing concentrations of
[3H]LSD (71.5 Ci/mmol) for 60 minutes at room temperature in a total volume of 500
t1. Non-specific binding was defined in the presence of 10 tM of methiothepin.
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Competition binding assays wei-e donc in duplicate with 25 tg of membrane pioteins, in
the presence of increasing concentrations of competing agents (l03M to 101M) and 4
nM of [3H] LSD for 60 min at room temperature. Ail assays were terrninated by rapid
filtration over Whatman GF/C glass fiber filters (Xyrnotech Biosystems, Mt. Royal, Qc.)
and rinsed three times with 50 mM Tris pH 7.4. The amount of bound [3HJLSD was
deterrnined by scintillation spectrophotometry (Wallac 1409 liquid scintillation counter).
cAMP accumulation
- The cAMP content was rneasured by the prc-Iabeling technique,
as described by Ansanay et al. (1992). Cells were incubated with 2 tCi/rn1 [3H]adenine
overniglit. 5XlO5cells per point were then washed and incubated with 2.5 mM IBMX. 1
tM forskolin and the indicated drugs in a final volume of 300 d PBS for 20 min at
3 7°C. The reaction was stopped by aspiration of the medium and addition of 500 pi of
ice-cold 5% trichloroacetic acid. A 100 pi solution of carrier (5mM ATP and 5rnM
cAMP) was added to the mixture. Cellular proteins were centrifliged at 5000Xg.
[3H]ATP and [3H]cAMP were then separated by sequential chromatography on Dowex
and alumina columns (Bio-Rad, Mississauga, Ontario, Canada) (Salornon et al., 1974).
Total cAMP accumulation was measured by assessing the transformation:
[3H]cAMP/([3H]ATP + [3H]cAMP) X 1000.
Tisstte distribution studies - Total RNA extracted from the CNS, kidney, gui, ovotestis,
buccal mass, heart, ganglia of the nervous system and the bag cells were purified using
RNeasy Mini Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s instructions, reverse
transcribed, and PCR amplified with the One$tep RT-PCR Kit (Qiagen) for 35 cycles
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(94°C for 1 mm, 54°C for 1 min and 72°C for 1.5 mm) with the primer pair 5’-
TCTTATCTGCTGGCTACCC-3’ and 5 “-TTCAGCGTGTTCTCCTTACGTC-3’
(nucleotides 1616-1864). The PCR products were fractionated on a 2% agarose gel. As
positive control, we used actin prirners as described in DesGroseillers et al. (1994).
Aflerdisehaige measureinents
- Ail experiments were perfonned at room temperature
(22°C ) on isoiated abdominal ganglia. Before dissection, the animais were anesthetized
with the injection of an isotonic MgCÏ2 solution (385 mM) corresponding to
approximately a third of their volume. Dissection of the abdominal ganglia was
perfonned in a cold (4°C) extracellular medium made from equal voiurnes of 385 mM
MgCÏ2 and artificiai sea water (ASW; NaCÏ 460 mM, KCÏ 10 mM, CaCI2 11 mM,
MgCi2 55 mM and HEPES buffer 10 mM pH 7.6). Both pleuro-abdorninal connectives
were cut close to the pleurai gangiion. The ganglia were pinned to the bottom of a
Sylgard-coated chamber (3 ml voiume) fihied with 2 ml ASW. The right connective
(approxirnately 2 mm) was aspirated into a suction electrode for stimulation. Ail
preparations were rested under constant superfusion of ASW for one hour; this rest
period was foliowed by an additional rest of 30 min. The bag ceii afierdischarge was
initiated by electrical stimulation of the right connective (15 s puise train at 6Hz, 23 V,
2.5 ms duration) and recorded with an extraceiiular eiectrode piaced over the right bag
celi ciuster. The aflerdischarge was monitored with a chart recorder at 5 mrn/s (initiai
part of the afterdischarge) and 1 mm/s (later part). 5-HT and 5-CT were added to the
bath 2 min 45 s after the end of connective stimulation (3 min afier its beginning). The
drugs were added directly to a static bath (2 ml volume) to obtain a final desired
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concentration of 1 iM. We used separate preparations to evaluate the various treatrnents
because a second bag ccli afierdischarge is generally difficuit to obtain from a single
preparation within a single day (Kaczmarek et al., 1978).
2.4 Resuits
2.4.1 Cloning and structural characteristics 0f 5HTap2
Using degenerate primers based on the peptidic sequences of the sixth and the
seventh transmembrane domains of serotonergic G protein-coupled receptors (GTP
binding protein; GPCR), and cDNAs derived from an Aplvsia 2GT1O CNS library, a
fragment of 147 bp was amplified. cloned and sequenced. In order to clone the complete
cDNA sequence, we used nested oligonucleotides derived from the cloned cDNA
fragment (S-HTap2A) and primers derived from the 2..GT1O vector sequence. Tbree
overlapping clones (5HTap28. 5HTap2c and 5HTap2D) covering 1876 bp ofthe 5HTap2
sequence were amplified and cloned (Figure 2.1 A). The 1 $76 bp reconstituted cDNA
contains an open reading frame encoding a protein of 567 amino acids with a predicted
rnolecular mass of 63 kDa (Figure 2.18).
Hydrophobicity analysis of the deduced protein reveals the presence of seven
transmembrane domains characteristic of GPCRs (data not shown). The SHTap2 protein
displays several key features common to mammalian and invertebrate serotonin
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Figure 21- Molecular cloning ofthe 5HTapi receptor cDNA. (A) Schematic representation ofthe cloned 5HTapi
cDNA. Four overlapping cDNA fragments (5HTap2A to 5HTap2) were PCR-amplifled from DNA isolated from a
CNS cDNA library. using degenerate and nested primers. Ihe reconstituted full-length cDNA is schematized at the
bottom. The open reading frame is represented by boxes. the putative transmembrane domains by black boxes. and the
5’ and 3’ untranslated regions by unes. (B) Amino acid sequence ofthe 5=HTapî receptor. Amino acids are given in
single letter code. Amino acids that are conserved among 5-HI receptors are circled. Potential N-linked glycosylation
sites (À) and consensus sites for phosphorvlation by protein kinase A (PKA) ( ). protein kinase C (PKC) (•) and
casein kinase Il (CKII) (I) are indicated. Transmembrane domains (TMI to TM VII) are indicated. The nucleotide
sequence for SHTap2 bas been deposited into the GenBank database and is available under accession number
AF372526.
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receptors. In particular, Asp’73 residue in 1M-II, the tripeptide DRY (Asp224-Arg225-
Tyr226) at the interface of 1M-III and the second intracellular loop, and the NPXXY
motif (Asn39-Pro40-Tyr13) in 1M-VII are conserved. These residues were shown to be
important for receptor activation in members of the subfamily 1 A of GPCRs (Boess &
Martin, 1994; Oliveira et al.. 1994; Boackeiï & Pin, 1999). Others amino acids that are
conseiwed in ail known G protein-coupled 5-HI receptors were also found (figure
2.1 B).
3HTap2 may potentially undergo several post-translational modifications (figure
2.1B): (i) N-gÏycosylation in the extracellular amino part and in the second extracellular
loop: (ii) phosphorylation by protein kinase A, protein kinase C or casein kinase II. No
cysteine residues are present within the C-terminal ioop, suggesting that this receptor is
flot palmitoyïated. Its large third cytoplasmic loop and its short carboxy tau are
reminiscent of members of vertebrate 5-HT1 receptor family (Boess & Martin, 1994)
(figure 2.ÏB). Amino acid sequence comparisons between the 5HTap2 receptor and
other 5-HT receptors show significant sequence identity to the 5-HT1-like receptors
(Figure 2.2A), and a dendrogram analysis places SHTap2 within the family of
mammalian 5-HT1 receptors (figure 2.25).
A Southern blot analysis of genomic DNA reveals that the 5-HTap2 gene is
probably intronless and does not have a close homolog in the ApÏysia genome. Indeed, a
single band was observed when the restriction enzymes used to digest the DNA do not
eut in the region covered by the probe, and two bands are present when the restriction
2.4 Rc’su/ts 96
A
APL I
ÀPL 82
LY\1
CYM 2
DRO I
DRO 2A
DRO 28
HUM lA
HL\1 4
HL’OI 7
B
37
2)
68
21.6
28.1
29
33.6
34
20.8
27.5
APL 2
39.5 21.7
19,2 15,1 20.2
27.8 21.7 27,7 21,3
27,8 14,8 29,3 22.2 24
31.2 16,7 34,7 20.8 28,) 39,5
38,5 21,6 36,2 18,3 30,4 23.6 28,7
24,3 3) 22,9 16.4 25 15.4 8,7 27.6
28.1 26.7 30.3 19.4 31 19.3 21,4 29.2 29.6
APL I APL 82 LYM I LYM 2 DRO I DRO 2A DRO 28 HUM I A HUM 4
MUS 5A
MUS 5B
Figure 2.2- StructuraI relationship 0f SHTap2 with otherserotonin receptors. (A) Percentage ofamino
acid sequence identity among different serotonin receptors. (B) Dendrogram analysis ofdifferent members
ofthe 5-HT receptor superfarnily. Sequences that were used for phylogenetic analysis were retrieved from
the GenBank database. The sequences of serotonin receptors were compared and aligned using the
ClustalW (Thompson et aI., 1994) which was executed from GDE (Genetic Data Environment; J.
Felsenstein, 1993, Phylip, Phylogeny Inference Package, version 3.5.lc and 3.6, University of
Washington, Seattle, WA). Only amiiio acid positions that could be aligned without ambiguity were used
for the analysis. The alignment vas then used for phylogenetic comparisons using the PHYLIP package
(J. Felsenstein, 1993, Phylip, Phytogeny lnference Package, version 3.5.lc and 3.6, University of
Washington, Seattle, WA). Analysis was performed with a bootstrap procedure that computes the
probability of occurrence of the branches for 1000 possible trees. Branching order was determined using
the Fitch-Margoliash algorithni included in the PHYLIP package. OnIy branches occurring in >800 trees
are represented. APL, Aplysia; DRO, Drosophila; FUG, Fugti rubripes (pufferflsh); LYM, Lyrnnaea;
HUM, human; MUS, mouse.
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sites are present in the probe sequence (figure 2.3). Similar resuits were described for
the 5- HT1-like ApÏysia receptor S-HTapi (Angers et al.. 1998), and this genomic
organization seems to be a common feature of several genes of the 5-HT1 subfamily
(Gerhardt & van Heerikhuizen, 1997).
2.4.2 Transient expression 0f 5HTap2 in HEK 293 and COS-7 celis
The cDNA encoding the 5-HTap2 receptor was inserted in an expression vector in
fusion with a c-myc epitope at its NH2 terminus. The resulting recombinant protein was
transiently expressed in HEK 293 ceils. Expression of the receptor was monitored with
an anti-myc monoclonal antibody. In the immunoblot, a band with an apparent
molecular weight of 63 kDa was detected (Figure 2.4A). The size of this band
corresponds to the predicted molecular weight of the SHTap2 receptor monomer. Bands
of higher molecular weight were also detected. These bands may represent oligomers, as
oligomerization of serotonin receptors have recently been reported (Lee et al., 2000b).
To confirm that the 5HTap2 receptor is expressed at the celi-surface, the myc-tagged
protein was transiently expressed in COS-7 ceils. Immunofluorescence analysis of non
permeabilized celis showed that the SHTap2 receptor is expressed at the celi surface of
COS-7 celis (Figure 2.4B-1). In the same conditions, immunofluorescence signal was
not detected with the anti-calnexin antibody. a specific marker of the rough endoplasmic
reticulum (figure 2.4B-3). Upon celi-permeabilization, calnexin was detected within the
expected cellular compartment (Figure 2 .4B-4).
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Figure 2.3- Genomic organization of the 5-HT,,,,2 gene. (A) Southern blot analysis of th
e S
HTap2 gene. Genomic DNA was isolated from ovotestis and digested
with eitherXbal (lane 1),
$acl (lane 2), HindlII (lane 3), EcoRI (lane 4) or BglII (lane5). Digested DNA (10 jig/lane) was
run on a 0.8% agarose gel, transferred to a nitrocellulose membrane, and hy
bridized at high
stringency with the [32Pj-tabeted fragment as previously described (Wickham and
DesGroseillers, 1991). DNA molecular weight markers are indicated in kilobase pairs (kpb) on
the left. (B) [32P]-Iabeled 5HTap2 fragment representation. [32P]-Iabeled 5HTap2 fragm
ent
(nucleotides 72-1640) was used as a probe. XbaI, HindllI and BgÏll sites are flot present in the
probe sequence whereas $acl and EcoRI appear once. Positions of EcoRI and $acl res
triction
sites are indicated by (À).
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figure 2.4- Transient expression of SHTap2 at the celi-surface. A- Western blot analysis of
5HTap2 in transiently transfected HEK 293 celis. Total protein extract (50 g) prepared from
membranes of transiently transfected HEK 293 cells with cDNA myc-tagged coding for 5-HTap2
receptor (lane 2), was separated on a 8% SDS-polyacrylamide gel under non-reducing
conditions, blotted, and detected with an anti-myc antibody. Cells transfected with
pCDNA3/RSV vector clone (lane I) were used as control. Molecular weight rnarker positions
are indicated in kilodaltons. B- Membrane localization of 5HTap2 in transiently transfected
COS-7 celis. C0$-7 celis were transfected with a cDNA coding for a rnyc-tagged 5HTap2
protein. These ceils were Iabelled with anti-myc (1, 2) or anti-calnexin (3, 4) antibodies, before
(1, 3) or after (2, 4) pemieabilization with Triton X-100.
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2.4.3 Pharmacological characterization
To determine whether the SHTap2 cDNA encoded a ftïnctional receptor, we
isoÏated membranes from HEK 293 celis in which we transiently expressed the SHTap2
receptor. Membranes bound [3H]LSD in a saturable and dose-dependent manner with an
estimated Kd of 4.37 nM (Fig.2.5A). No binding was observed on membranes from celis
transfected with the pCDNA3/RSV vector (data not sliown).
We next tested the ability of various serotoninergic agonists and antagonists to
dispiace {3H]LSD from HEK 293 ceils in which we transiently expressed the 5HTap2
receptor. The rank order of affinity ofthese drugs is listed in Table 2.1, and illustrated in
Figure 2.5B. As expected, 5-HT displayed a higher affinity for the receptor than
dopamine and octopamine. Except for 5-HT, clozapine and ketanserin, the
pharmacological profile of 5HTap2 is sirnilar to the one reported for the 5HTivm receptor
(Table 2.1) (Sugamori et al., 1993).
2.4.4 5HTap2 signaling
In order to test whether the 5HTap2 receptor is a new member of the 5-HT1
receptor family. we measured the variations in the [3HjcAMP level following 5-HT
application. In transiently transfected ceils, we did flot detect an increase in the level of
cAMP in response to serotonin (data not shown). This was expected since the molecular
structure and pharmacological profile ofthe 5HTap2 receptor suggested that it is coupled
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Figure 2.5- Binding studies of radioiabelled LSD to 5HTap2 in membranes of transfected
IIEK 293 cells. (A) Saturation of specific [3H]LSD binding to 5HTap2. Membranes harvested
from transiently expressing SHTap2 ceils were incubated witb increasing concentrations of
[3HJLSD for 60 mintites at room temperature. Non-specific binding was defined in the presence
of 10 tM of unlabelled methiothepin. Resuits are representative of one of three independent
experiments. (B) Competition binding assays for SHTap2. Membranes from transiently
expressing SHTap2 ceils were incubated with 4 nM of [3H]LSD in the presence of increasing
concentrations of unlabeÏled competitors. Resuits at each concentration are presented as a
percentage of the specific binding in the absence of the competitor. Data are representative of
three independent experiments with each point measured in duplicate and were analyzed by a
computer-assisted nonlinear analysis (GraphPad PRISM 3.0).
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Table 2.1- Comparison of the affinities of varions compounds that compete with the
binding of [3HILSD to the membranes of ceils transfected with the 511’ap2, 5HTapi and 5-
HTivm cDNA.
Drug Ki (nM)
5-HT 5-HT a 5-HT1ap2 api
Methiothepin 0.3 2.62 0.1
Metergoline 36 90.66 55
5-CT 162 1.04 282
PAPP 182 9.50 410
5-HT 241 13.23 1562
Ketanserin 561 288.18 2554
NAN-190 1030 >1000 732
$-OH-DPAT 2089 73.96 1100
Clozapine 2124 56.63
Dopamine >10000 >1000 9130
Estimated affinities are given as K values in nanomolar concentrations and were determined by a computer-assisted
nonlinear curve analysis (GraphPad PRISM 3.0 computer program). K, values for 5HTap2 receptor are expressed as
the mean of three different detenninations. aRetrieved from Angers et al. (1998): bretrieved from Sugamori et al.
(1993).
to Gi, and therefore inhibits adenylate cyclase. To confirm this hypothesis, we first
stimulated adenylate cyclase with forskoÏin and then measured the Ïevel of cAMP
following 5-HT application. In these conditions, forskolin-induced cAMP accumulation
was efficiently inhibited by 5-HT (Figure 2.6). The same resuit was obtained with the
agonist 5-CT. This effect was dose dependent and saturable, the potencies for 5-HT and
5-CI being consistent with their respective rank of affinities for inhibition of {3H]LSD
binding (Table 2.1). In addition, 5-HT produced no inhibition of cAMP accumulation
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Figure 2.6- Stimulation of 5HTap2 by 5-HT and 5-CT decreases the level of intracellutar
cAMP. cAMP levels are expressed as a percentage of the value obtained with 1 .tM forskolin
(100%) in the absence of 5-HT or agonists. Pertussis toxin was added 14 h before the experiment
in the presence of increasing concentration of 5-HT. The values are the mean of an experiment
donc in triplicate and are representative of three such experiments. Data were analyzed by a
cornputer-assisted nonlinear analysis (GraphPad PRISM 3.0).
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in the presence of Ï nM ofthe antagonist methiothepin (data flot shown). Pertussis toxin,
a known Gi-protein inhibitor. at a concentration of 50 ng!ml, completely blocked the
effect of 5-HT, indicating that 5HTap2 receptor interacts with a pertussis toxin sensitive
G protein. Interestingly. treatment with pertussis toxin flot only inhibits Gi-dependent
decrease of cAMP level but also seems to unveil a functional coupling between SHTap2
and Gs-protein that produces an increase in the cAMP level (Figure 2.6). Examples of
such dual coupling to Gs and Gi pathways have been reported (Eason & Liggett, 1995;
Xiao et al., 1995). As a control, increasing concentration of 5-HT had no effect on
cAMP levels in untransfected HEK cells treated with forskolin (data flot shown). These
experiments demonstrate that activation of 5HTap2 receptor inhibits adenylate cyclase
and cAMP accumulation through its functional coupling to a mammalian Gi protein in
HEK 293 celis. In addition. under certain physiological circumstances, 5HTap2 might
also be coupled to Gs and increase cAMP level.
2.4.5 Tissue distribution of 5HTap2 transcripts in Aptysia
To determine the presence of the SHTap2 mRNA in various tissues of Aplysia,
we used a RT-PCR-based screening strategy on total RNA isolated from the Aplysia
CNS, kidney. ovotestis. gui, buccal mass and heart. Using 5HTap2-specific primers, a
248 nt fragment was PCR-arnplified only in the CNS (Figure 2.7A). In this tissue, the 5-
HTap2 rnRNA could be detected in the abdominal ganglion (without the bag ceils), in the
bag celis and also weakly in the cerebral and pleural-pedal ganglia (Figure 2.73).
Expression was confirmed by Southem blotting and hybridization with a 5HTap2
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Figure 2.7- Tissue distribution of 5llTap2 mRNA in Aplysia. A — Upper pannel: RT-PCR
amplification of 5-HT32 from total RNA isolated from the CNS (lanes 1,7), lddney (lanes 2,8),
gui (lanes 3,9), ovotestis (lanes 4,10), buccal mass (lanes 5,11) and heart (lanes 6,12). The PCR
products were visualized by ethidium bromide staining after seperation on a 2% agarose gel.
Lower panel: PCR amplification ofa control gene (actin). Lanes 7 tol2: controls without reverse
transcription. B — Upper pannel: RT-PCR amplification of S-HTap2 from total RNA isolated from
the abdominal ganglion (lanes 1,7), cerebral ganglion (lanes 2,8), pooled pleural and pedal
ganglia (lanes 3,9), buccal ganglion (lanes 4,10), bag ceils (lanes 5,11) and buccal mass (lanes
6,12). The PCR products were visualized by ethidium bromide staining after seperation on a 2%
agarose gel. Lower panel: amplification ofa control gene (actin). Lanes 7 tol2: controls without
reverse transcription.
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specific oligonucleotide (data flot shown).
2.4.6 5-HT application inhibits afterdischarge in the bag ceils
Since 5HTap2 is expressed in bag ceils, we tested its possible involvement in the
regulation of the aflerdischarge by focusing on the effect of two drugs selected for their
high affinity for 5-HTap2: the agonist 5-CT and the antagonist methiothepin. The
afterdischarges were initiated by the electrical stimulation of the right connective. Afier
application of 1 tM of 5-HT, we observed a rapid decrease in the number of spikes per
minute (figure 2.$A), reflecting afterdischarge inhibition. The same effect can be
obtained by application of the agonist 5-Cf (1 tM). By contrast, pre-treatment of the
ganglia with 1 jiM of the antagonist methiothepin inhibited the effect of 5-HT on the bag
ccli afterdischarge (figure 2.8A). The total duration of the afierdischarge in the control
group ranged from 9.5 to 50 min with a median of 13.3 min (mean 21.23 + 9.64, n=5)
(f igure 2.8B). The afierdischarge was significantly shorter in the groups treated with 5-
HT and 5-Cf. The median duration was 5.Smin (range 3.85 to 5.9, mean5.1$ ± 0.456,
n=4) and 5.72min (range 4.33 to 9.1$. mean6.$1 ± 0.94, n=5), respectively. When the
ganglia were pretreated with the antagonist methiothepin (1 j.tM), the application of 5-
HT had little effect. The median duration was 11.O5min (mean 11.67 ± 2.267, n=4).
Because of the demonstrated affinity of the drugs for SHTap2, and since SHTap2 S
present in the bag ceils, these resuits can be interpreted as an indication that the cloned
receptor may mediate the inhibition of afterdischarge by 5-HT in the bag celis.
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Figure 2.8- Inhibition of the bag ceils afterdischarge by application of serotonin. (A) Time
course ofthe afterdischarge. The arrow indicates the time at which the agonist was applied in ail
the experimental groups. Ganglia from “5-HT + methiothepin group” were pretreated with
methiothepin (1 jiM) 30 min before the connective stimulation. Spike frequencies are presented
as the mean + SEM. (B) Summary of the afierdischarge duration. The median values and the
individtial data points are illustrated. One outlayer data point (50 mm) for the control group is
flot shown on the graph; however, this value is included in tlie median value and in the statistical
analysis. A non-parametric Mann-Whitney (two-tailed) test was used to evaluate the differences
between the groups. The U and probabitity values were the following; control group versus 5-CT
grotip, U=0, P0.008; control versus 5-HT, U0, P”0.016; 5-HT versus 5-HT in the presence of
methiothepin U0, P0.02$.
contro) 5-CT 5-HT 5-HT +
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2.5 Discussion
Resuits reported in this paper describe the characterization of 5HTap2, an Aplysia
calUbrnica 5-HT1-like receptor predominantly expressed in the CNS. The full length
nucleotide sequence encodes a protein of 567 amino acids, which shows the principal
features of a G protein-coupled serotonin receptor, including seven hydrophobic
transmembrane domains, putative N-linked glycosylation sites on its N-terminal side,
and several phosphorylation consensus sequences. Especially, residues important for
receptor activation in members of the subfamily lA of GPCRs and others amino acids
that are conserved in ail known G protein-coupled 5-HT receptors were also found.
2.5.1 Structural ami functional characteristics of 5HTap2
Sequence analysis reveals that 5HTap2 has a close amino acid identity (68%)
with the Lyrnnaea stagnaÏis serotonin receptor SHTiym (Sugamori et al., 1993),
suggesting that they may be homologous. It is interesting to note that the highest
sequence identity between SHTap2 and S-HTi’m was found within the transmembrane
sequences (94%). The actual working model of G-protein-coupled receptors that are
members of the subfamily lA of GPCRs activated by small ligands iike monoamines,
suggests that the ligand-binding site is formed within the membrane (Bikker et al., 1992;
Boackert & Pin, 1999). Our resuits, demonstrating that these two receptors display
similar pharmacological profiles when expressed in heterologous systems, are in good
agreement with this model. The functional coupling of 5HTiym to a second messenger
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system has flot yet been determined and since this receptor presents a pharmacological
profile and a general structure highly related to the S-HTap2 receptor, 5HTiym may also
be negatively coupled to adenylate cyclase.
5HTap2 also presents a higli sequence identity with the Aplysia receptor 5HTapi
(37%) (Angers et al., 199$), the 5HT1Ahum (34%) and the 5-HTdt02A receptors (29%),
suggesting that the 5HTap2 receptor is associated with the mammalian 5-HT1 family.
This is in part confirmed by a dendrogram analysis which groups 5HTap2 with the
members of the 5-HT1 family, and by the pharmacological experiments that showed that
SHTap2 is negatively coupled to adenylate cyclase. However. its pharmacological profile
displays important differences with those of the mammalian members of this subfamily.
Methiothepin, a nonselective 5-HT antagonist, showed the strongest affinity. Its affinity
for 5HTap2 was higher than those reported for its binding to any other cloned
mammalian 5-HT receptors. Compounds like 5-HT and 5-carboxamidotryptamine (5-
CT), which norrnally bind to mammalian 5-HT1 receptors with high affinity (l-10 nM),
showed a lower affinity for the 5HTap2 receptor. 8-OH-DPAT, a 5-HTIA-specific
agonist, PAPP, a 5-HTIA agonist and 5-HTID antagonist, and NAN-190, a very specific
5-HT tA antagonist, showed very poor affinity for SHTap2. Ketanserin and clozapine, two
5-HT receptor antagonists, bound 5HTap2 with poor affinity. Metergoline, a 5-HT1, 5-
HT2 and 5-HT7 antagonist, showed the same affinity for the AplySkl 5HTap2 receptor
than for the mammalian 5-HTIA and 5-HT1D receptors. It is flot surprising to find that the
pharmacological profiles of 5-HT receptors from mollusks and mammals are difficult to
compare, considering the large phylogenetic distances existing between these two
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classes (Sugamori et al., 1993; Angers et al., 199$; Tiemey 2001). These resuits suggest
that the function of SHTap2 receptor is probably closely related to those of an ancestor
gene. which existed before the divergence of the 5-HT receptor subtypes in vertebrates,
and that it kept characteristics of more than one receptor subtype.
The pharmacological profile of 5-HTap2 is distinct from the one reported for 5-
HTapi, another Aplysia 5-HT1-like receptor (Table 2.1). It wiIl now be possible to
discriminate between these receptors in 5-HT-induced physiological responses using
appropriate agonists and/or antagonists.
2.5.2 Possible physiological rotes of 5HTap2
The neuroendocrine bag celis clusters are involved in the regulation of the egg
laying behavior in Aplysia by generating a long-lasting afterdischarge, causing the
release of the peptide egg-laying hormone (ELH) into the hemolymph (Stuart &
Strumwasser, 1980; Arch & Berry, 19$9; DesGroseillers, 1990). This process was
reported to be dependent on the stimulation of adenylate cyclase (Kaczmarek et al.,
1978; Kauer & Kaczmarek, 1985). Afterdischarge activity could be inhibited in a dose
dependent manner by extracellular application of low concentrations of serotonin (0.1 -1
iM concentration range) (Jennings et al., 1981) and by the alpha bag ceil peptide (Œ
BCP) (Kauer et al., 1987; Redman & Beny, 1990). Interestingly, inhibition of
afierdischarge by a-BCP correlated with a reduction in cAMP levels in bag ceil neurons
(Kauer et al., 1987) and accordingly this effect was blocked by pretreatment of the
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neurons with pertussis toxin, suggesting mediation by an inhibitory guanylate
nucleotide-binding protein (Gi-protein) (Redman & Beny, 1990). It is Ïikely that 5-HT
inhibited afierdischarge by the same mechanism, therefore 5HTap2 receptor seems to be
a good candidate for mediating this effect. Its high expression in the bag celis, its ability
to inhibit adenylate cyclase tbrough Gi-protein and the fact that the physiological doses
of 5-HT and of the agonist 5-CI sufficient to inhibit afierdischarge were very close to
the K1 values ofthese compounds for the receptor, suggest that it may 5e involved in this
function. Afierdischarge inhibition can flot be achieved through activation of 5HTapy,
another ApÏysia 5-HT1-like receptor, since it is flot expressed in the bag ceils (Angers &
DesGroseillers. unpublished data). However. we do not exciude the possibility that other
receptors are expressed in bag celis and/or involved in modulation of afterdischarge.
Previous studies have shown that 5-HT increases the level of cAMP in resting bag celis
(Bernier et al., 1982; Bruehl & Berry, 1985). These experiments were done with high
concentrations of 5-HT (100 !.tM) and not during afierdischarge. It will be necessary to
determine the level of cAMP during 5-HT-induced inhibition of the aflerdischarge to
determine whether this inhibition is blocked by pretreatment with pertussis toxin.
Another reported function of serotonin is the 5-HT-induced potentiation of the
acetylcholine-elicited contractions of the Aplysia buccal mass. Indeed, Ram et al. (1994)
reported that an Aplysia 5-HIIA-like receptor was present in this tissue and that this
receptor presented pharmacological similarities to the gastropod 5HTivm receptor. This
effect was shown to be efficiently competed by the antagonist NAN-190 in the
nanomolar range and mirnicked by the agonist 8-OH-DPAT in the micromolar range.
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Despite the fact that the pharmacological behavior of 5HTap2 is similar to the one
described for 5HTiym, we failed to detect the presence of 5HTap2 by RT-PCR in the
buccal mass. This resuit suggests that 5HTap2 is probably flot involved in this process,
and that at least another 5-HT1-like receptor exists in this mollusk.
Is 5HTap2 involved in the signal transduction role that serotonin plays in the
modulation of the withdrawal reflex? $torozhuk and Castellucci (1999b) have observed
that 5HT depresses the sensory neuron connections in the RF cluster, a group of
mechanoreceptor neurons for the withdrawal reflex. Receptors negatively coupled to
adenylate cyclase such a 5HTap2 seems to be good candidates for this function. It will
be particularly interesting to determine whether 5HTap2 is expressed in these neurons.
Similarly, pathways in which activation of MAP kinases are implicated in the
establishment of Ïong-term facilitation are worth investigation (Martin et al., 1997b).
Koch et al. (1994) demonstrated that stimulation of different Gi-coupled receptors in
different ceil types leads to the activation of MAP kinase. In mammals, links between 5-
HT receptors that inhibit adenylate cyclase and leaming and memory processes have
been established. Dependent on their localization in neurons, these receptors can act by
inhibiting their firing rate and/or by decreasing their neurotransmitter release. For
example stimulation of 5-HTIA receptors lias been reported to generate detrimental
effects on working rnemory in mice, whereas inactivation of these receptors antagonizes
these effects (Buhot, 1997). Another example was reported by Buhot et al. (1995) who
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the 5HTap2 receptor in the Aptysia CNS, both at the cellular and sub-cellular levels,
should provide us with some dues about its implication in the modulation of synaptic
transmission that occurs during behavioral modifications.
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3Préambule
Suite au clonage et à la caractérisation du récepteur 5HTap2, nous voulions
déterminer la localisation spécifique de ce récepteur dans le SNC de l’aplysie.
Normalement, selon la littérature, la 5-HT agirait principalement en activant l’adénylate
cyclase. Ainsi, ïl était difficile d’envisager des fonctions physiologiques pour des
récepteurs sérotoninergiques couplés à G comme les récepteurs 5-HTapIap2. Par
hybridation in situ, nous voulions établir une cartographie détaillée de la localisation des
ARNm codant pour les récepteurs SHTapi et 5HTap2. Pour déterminer si l’on retrouvait
ces récepteurs dans les diverses grappes de neurones sensoriels, nous avons comparé
l’hybridation obtenue pour les sondes d’ARN des récepteurs SHTapi et 5HTap2 avec
celle obtenue pour la sensorine, un peptide uniquement exprimé dans les neurones
sensoriels. Cette cartographie nous permettra d’identifier les circuits neuronaux modulés
par ces récepteurs et ainsi déterminer les fonctions physiologiques des ces protéines. Ces
travaux furent publiés dans Journal of Comparative Neurology (Barbas et al., 2005a).
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3.1 Abstract
Aplysia calfo7-nica is a powerful model for understanding the cellular and
molecular mechanisms underlying modulation of neuronal plasticity and learning. In the
central nervous system of Aplysia, serotonin is associated with various behaviors. for
example, it induces short-, intermediate- and long-term synaptic changes in sensory
neurons during leaming and inhibits the afterdischarge of the bag celis that initiate egg
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laying behavior. Littie is known about the nature and contribution of serotonin receptors
involved in the numcrous serotonin-mediated physiological responses in Aplysia.
Recently, two G-coupled serotonin receptors (5HTapi and 5-HTap2) were cloned. We
now report that using in situ hybridization to express the profile ofthese receptors, we
are able to gain critical insight into their roles in the behavior ofAplysia. We compared
their distribution to that of sensorin-A, a peptide specifically found in sensory neurons.
We wished to determine their involvement in some simple forms of behavioral
modifications. 5HTapi and 5HTap2 mRNAs are expressed in ail ganglia of the Aplysia
central nervous system. Stronger signal was observed with the SHTap2 antisense probe
than with the 5HTapi antisense probe. Notably, mRNA coding for the receptors was
found in several identified neurons, in the bag celis, in characterized serotonergic
neurons and in neurons of the rnechanosensory ciusters that expressed sensorin. We also
observed heterogeneity of receptor expression between R2, LPII and among neurons of
a single cluster of sensory neurons. These resuits suggest that SHTap and SHTap2
receptors may regulate the response to serotonin and!or its release in several fleurons.
3.2 Introduction
Across species, the neurotransmitter serotonin (5-HT; 5-hydroxytryptamine)
modulates many behaviors that vary among species (Casse! and Jeltsch, 1995; Buhot,
1997: Gerhardt and Heerikhuizen, 1997; Meneses, 199$; Pauwels, 2000). The mollusk
Aplysia caÏfornica has been developed as a powerftil model system for understanding
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the cellular and molecular mechanisms underlying behavioral plasticity and leaming. In
particular, studies on the modification of the defensive reflexes lead to the
characterization of the molecular determinants involved in short-, intermediate- and
long-term synaptic changes in sensory neurons (for review see Glanzman 1995;
Pittenger and Kandel 1998; Barbas et al., 2003). We know that tbrough increase in the
cAMP concentration in sensory neurons, 5-HT regulates synaptic plasticity (for reviews
see Kandel, 2001: Barbas et al., 2003). One major challenge is to fully understand the
biological processes at the molecular level that are responsible for these actions and their
possible role in learning and memory.
Recently, two G-coupled 5-HT receptors were cloned in Aplysia. The SHTapi
receptor is negatively coupled to adenylate cyclase and expressed in various tissues
including the central nervous system (CNS) (Angers et al., 1998). The second G
coupled receptor (5-HTap2) is exclusively expressed in the CNS (Barbas et al., 2002).
The contribution of these receptors to the numerous physiological functions modulated
by 5-HT in ApÏysia, and especially in synaptic plasticity remains unknown. We how
that 5-HT activates adenylate cyclase activity during plasticity (Bemier et al., 1982;
Yovell et al., 1987). However, in the mouse hippocampus, downregulation of adenylate
cyclase activity via inhibitory G-coupled receptors is also critical for memory
formation. This suggests that a balance of inhibitory and stimulatory regulators of
adenylate cyclase is required for optimal cAMP signaling (Pineda et al., 2004).
3.3 Materials and methods us
To examine the specific role of 5HTapi and 5HTap2 receptors in the modulation
of behaviors in ApÏysia, in situ hybridization (ISH) was performed on the ganglia of the
CNS. We wished to localize their expression in specific celis with a special focus on
expression in the bag celis and in sensory neurons. While bag celis are easily identifiable
by their position in the abdominal ganglion, ISH with a sensorin antisense probe was
required to identify mechanosensory neurons. The sensorin gene codes for sensorin-A, a
nanopeptide specifically expressed in clusters of sensory celis (Brunet et al., 1991;
WaÏters et al., 2004). Mapping the expression of the 5HTapi and 5HTap2 genes provides
critical information conceming the distribution and heterogeneity of receptor
populations in specific presynaptic and postsynaptic neurons within the circuits that
produce behaviors in Aplysia. In this study, we show that 5HTapi and 5HTap2 mRNA
are localized in ah Aplysia ganglia and in several clusters of neurons expressing sensorin
mRNA. This suggests that they play multiple roles in the CNS and that they may be
involved in the fine regulation of synaptic plasticity.
3.3 Materials ami methods
Animais and eompounds
- Aplvsia cahforn jeu weighing 100—200 g were purchased from
the ApÏysia Resource facility (Miarni. fL) or from Marinus Scientific (Garden Grove,
CA. USA), maintained in an aerated seawater tank at 15°C and fed every second day ad
libitum. Specirnens were anesthetized by injection of isotonic MgC12 solution (385 mM)
corresponding to approximately one-third of the animal volume. Ganglia were dissected
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in equal volumes of isotonic MgC12 and in a saline solution (NaC1 460 mM; KC1 10
mM; CaC12 11 mM; MgCT2 55 mM; and Tris 10 mM; pH 7.6). Dissected ganglia were
immersed in a solution of 30% sucrose in saline buffer for 15 mm; frozen in 2-
methylbutane 98%; embedded in Tissue-Tek O.C.T. compound (1:5 with distilled water,
Miles mc, Elkhart, IN, USA); and cut into 1 5-tm sections. Sections were mounted on
super frost siides (Fisher Scientific, Nepean, Ontario, Canada) and stored at —80°C until
used.
Ctoning of cDiM4 vectors - A 995 bp fragment (nt 316 to 1311, QenBank accession
number AF041039) of 5HTapi receptor (Angers et al., 1998) was PCR-amplified from
the fuÏl-length cDNA using the sense 5-CAGAGGATGGGAAGAAACG-3’ and
antisense 5’ -CATTCTCCTGGACATCTAGC-3’ primers. A 793 bp fragment (nt 104 to
$97, GenBank accession number AF372526) of 5HTap2 receptor (Barbas et al., 2002)
was PCR-amplified from the full-length cDNA using sense 5’-
CTGTTATGTCTGAATCATTGTTAGGG-3’ and antisense 5’-
ACCGACGTACCTATCCTGAAC-3’ primers. Resulting fragments were cloned in
pGEM-T Easy Vector (Prornega, Madison, Wi, USA), digested with EcoRI, subcloned
in pcDNA3 vector (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and sequenced.
The Aptysia sensorin-A (Brunet et al., 1991) probe was PCR-amplified from DNA (200
ng) isolated from an ApÏysia random-primed 2GTÏ O CNS cDNA library, using the sense
(5’ -GAATAGAGAACTGAGAGC-3’) and antisense (5’-
GGAAAAAAGCTTTATGTAATTTTTGTCAG-3’) sensorin-specific primers. The 581
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bp product (nt 2 to 583, GenBank accession number X56770) was subcloned in pIOPO
2.1 vectors (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), sequenced, digested with EcoPJ,
subcloned in pcDNA3 vector and sequenced. PCR-amplifications were performed with
the proofreading Pfu Turbo polymerase (Stratagene. La Joua, CA, USA).
SyntÏiesis ofcRNA probes
- The PCDNA35HTap1 vector was Hnearized with HindIlI and
used as template to synthesize the single-stranded antisense RNA probe with Sp6 RNA
polymerase. As control, the sense RNA probe was synthesized with T7 RNA
polymerase afler linearization of the plasmid with XbaI. The SHTap2 antisense probe
was synthesized with T7 RNA polymerase after linearization of the pcDNA35HTap2
vector with XbaI. The sense probe was produced with Sp6 RNA polymerase afier
linearization of the plasmid with Hindili. The antisense and sense sensorin probes were
synthesized with Sp6 RNA polymerase or T7 RNA polymerase afler linearization of the
pcDNA3-sensorin vector with BamHI or EcoRV respectively. Probes were labeled with
[35S]UTP and [35S]CTP (1250 Ci/mrnol; Amersham, Arlington Heights, IL, USA).
In sittt hybridization - ISH was performed as described (Ruchon et al., 1998) with few
modifications. Frozen sections were fixed in 4% formaldehyde for 60 min and washed in
PBS. Sections were treated for 10 min with acetic anhydride and glacial acetic acid in
0.1 M TEA solution (pH 8), washed in 2 X SSC solution (1 X SSC = 0.15 M NaCI,
0.0 15 M Na citrate; pH 7.2), dehydrated with alcohol and incubated ovemight at 55°C in
hybridization solution (75% formamide, 3 X SSC. 50 mM sodium phosphate buffer (pH
7.4). 1 X Denhardt’s solution, 0.5 mg/ml yeast tRNA and 10% dextran sulfate). The
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probes (2 x 106 cpm) in 70 .d of hybridization buffer (+ 200 mM DIT) were applied to
each siide and siides were incubated at 55°C for 24 hrs. Afier hybridization, sections
were washed in 2 X SSC for 20 mm, 1 X SSC for 10 min and 0.5 X SSC for 10 mm,
treated with RNAse A (200 1iM) for 30 min at 37°C to remove unbound cRNAs and
washed again at 55°C in 0.5 X and 0.1 X SSC for 30 mm, and at room temperature in
0.5 X SSC for 10 min. Sections were dehydrated in a series of alcohol baths, dried and
exposed with X-ray film for 3 days to conflrm hybridization positive signais. Suces were
imrnersed in NTB-2 emulsion (Kodak, Rochester, NY, USA) at 4°C and stored at —80°C
for 7 to 15 days. S lices were developed in D 19 solution (Kodak, Rochester, NY, USA),
fixed in sodium thiosulfate 45% and stained with hematoxylin (Sigma-Aldrich. Oakville,
ON, Canada) and eosin solution (Fisher Scientific, Nepean, ON, Canada). Hybridization
xvas examined under dark- and brightfield illumination using a Nikon Eclipse E$00
microscope (Nikon. Melville, NY, USA) equipped with a CoolSnap fx 12 bits CCDs
camera (Roper Scientific, San Jose, Ca, USA). Images were stored, manipulated and
analyzed with MetaMorph 5.0 (Universal Imaging Corporation, Downingtown, PA,
USA). The final figures were edited with Adobe Illustrator 9.0 (Adobe Systems, San
Jose. CA, USA) and some pictures were adjusted for brightness and contrast with Adobe
Photoshop 7.0 (Adobe Systems, San Jose, CA, USA).
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3.4 Resuits
To map the expression of the 5HTapi afld 5HTap2 genes in the Aplysia CNS,
serial sections of the paired buccal and ring ganglia (cerebral, pleural and pedal) and of
the single unpaired abdominal ganglion were prepared and treated for ISH. Expression
of the receptors was compared to that of sensorin, a marker of sensory celis, to
determine whether the receptors are expressed in mechanosensory celis. Hybridization
signals of sensorin were observed in ail sensory clusters, and even in neuronal fibers as
reported before (Figure 3.1) (Brunet et al., 1991; Walters et al., 2004). 5HTapi and 5-
HTap2 antisense cRNA probes were generated from the N-terminal regions of each
cDNA that are not conserved among 5-HT receptors (Hen, 1993). mRNA coding for 5-
Hlapi and SHTap2 receptors were observed in ail ganglia. Stronger hybridization signal
repeatediy found with the antisense SHTap2 probe than with the 5HTapi probe
confirmed that the former receptor is well expressed in the CNS (Barbas et al., 2002).
ISH labeling with each probe was repeated 5 times using different animais. Expression
was similar among animais. The controis, sense RNA probes were aiways negative (data
not shown).
3.4.1 Buccal ganglia
Strong staining of SHTapi mRNA was observed in several neurons of the
ganglion. In particular, expression was observed in some but not alI symmetrical motor
3.4 Resutts
:
di cpi -
--
..
1
P-PUc
• A ‘•
••‘ Pedal.’t
“
.
123
figure 3.1- CelIular localization of sensorin mRNA in Aptysia ganglia. Brightfield
(Al-El) and the corresponding darkfield (A2-E2) illumination images of the buccal
(A1,A2), cerebral (B1,B2), pleural (C1,C2), pleuro-pedal (DJ,D2) and abdominal
(E1,E2) ganglia are shown. The sensory clusters and the LPI1 (left pleural giant celi)
neuron are indicated. Dl, Pleural and pedal ganglia and the pleuro-pedal connective (P1-
Pd e) are indicated. D2, White arrow, sensorin mRNA labeled fibers. Scale bars = 300
E2
LE
p.m.
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neurons (Figure 3.2A,D). Symmetrical celis have common synaptic input, similar firing
patterns and the same response to acetyicholine (Gardner, 1971; Kandel, 1976; Gardner
and Kandel, 1977; Church and Lloyd, 1991). Staining of other smaller unidentified celis,
especially in the S cluster, was aiso observed. Celis in the S cluster also expressed
sensorin rnRNA (Figure 3.2B,C). Only some of the neurons in the S cluster were
positive for the receptor mRNA. The diversity in the sensory neuron population
suggested that individual ceils may respond differentiy to 5-HT. This observation was
also observed in other sensory clusters and with both receptors (see below).
Simiiarly, SHTap2 mRNA was found in several but flot ail symmetricai motor
neurons (Figure 3.3A,D). From the position of the ceiis, it is likely that at ieast some of
these neurons expressed both 5HTap and 5HTap2 mRNA (Figure 3.2D. 3.3D).
Expression was aiso found in unidentified small celis (Figure 3.3D). Several neurons in
the S cluster, particuiarly in the upper part near the commissure, expressed 5HTap2
mRNA (Figure 3.3B,C), aithough the number of positive neurons siightiy varied among
animais.
3.4.2 Cerebral ganglion
Very few ceiis in the cerebral gangiia expressed 5HTapi mRNA (Figure 3.4A).
Positive celis were located in the J and K ciusters on the ventral side of each
hemiganglion. These ciusters contain mechanosensory cells that express sensorin
(Figure 3.4B) suggesting that 5HTapi mRNA is expressed in some sensory celis. About
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figure 3.2- Cellular localization of 5HTapi mRNA in the buccal ganglion. Brightfield (Ai
Ci) and darkfield (A2-C2) illumination images of regions positive for 5HTapj fl1RNA. A1A2)
Localization of 5HTapi rnRNA.. B-C) Localization of5-HLi (B2) and sensorin (C2) mRNA in
the S cluster. The region where 5HTapi and sensorin niRNA are expressed is circled by a dotted
une. Scale bars 300 I.tm. Ai, position of large motor neurons are indicated. D) Schematic
representation ofthe caudal surface ofthe buccal ganglion. Expression 0f 5-HTap is indicated by
black circles (ê and that of sensorin by shaded circles (Q). Celis are indicated by letters BL or
BR, corresponding to location in left or right buccal ganglion followed by one- or two-digit
number. Symmetric ceils have the sarne number. S cluster (Apl+) indicates that some of the
ceÎÏs in the cÎuster express the 5-HIapi mRNA. Schernatic diagram inspired by Kandel (1976).
D
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figure 3.3- CeIlular localization of 5HTap2 mRNA in the buccal ganglion. Brightfield (Ai
Cl) and darkfield (A2-C2) illumination images of regions positive for 5-HL2 mRNA. A2)
Localization of5-HT2 rnRNA. 3-C) Localization of 5-HT2 (32) and sensorin (C2) rnRNA in
the S cluster. AI, 3R3 neuron is identified for reference and positioning. The region where 5-
HTap2 and sensorin mRNA are expressed is circled by a dotted une. Scale bars 300 J.trn. D)
Schematic representation of the caudal surface of the buccal ganglion. Expressions of 5-HT2
(O) and of sensorin (O) mRNA are shown. Ceils are indicated by letters BL (left buccal or BR
(right buccal) corresponding to location in buccat ganglion followed by one- or two-digit
number. Symmetric cells have the sarne number. S clusters (Ap2 +) indicates that sorne of the
celis in the cluster express the 5HTap2 rnRNA. Schernatic diagram inspired by Kandel (1976).
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Figure 3.4- Localization of 5HTapi, SHTap2 and sensorin mRNA in the cerebral ganglion.
Brightfield (Al-El) and darkfield (A2-E2) illumination images of the cerebral ganglion.
Expressions 0f 5HTapi (A2), 5HTap (C2,D2) and sensorin (B2,E2) mRNA are shown. Ai, Bi,
Dl, Il, positions of the J and K clusters are indicated. Cl, position of the G clusters is
represented. C2, hybridization in the MCC (giant metacerebral celi) is shown. The regions where
5-HL1 or 5HTap2 and sensorin mRNA are expressed are circled by a dotted une. Scale bars
300 prn.
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10 sensory ceils were positive among about 125 sensory ceils in each hemiganglion
(Walters et al., 2004).
The 5HTap2 receptor was found in 12 large neurons of the G clusters located in
the anterior part of the ganglion (Figure 3.4C). We also observed some positive staining
in smaller neurons surrounding the G clusters. SHTap2 mRNA was observed in very
small celis (flot more than 4 ceils in each experiment) in the E clusters, located near the
cerebral-buccal connectives (data flot shown). Interestingly, 5HTap2 mRNA was also
found in the giant metacerebral ceils (MCC) (Figure 3.4C). MCCs are a bilateral pair of
large serotonergic neurons that have extensive central and peripheral synaptic outputs
(Kupfermann et al., 1979; Fox and Lloyd, 1998). Expression was also found in 10 to 20
sensory neurons of the sensorin-positive J and K clusters and in at least 3 large celis on
each side of the lower pan of the septum that surrounds the sensory cluster (Figure
3 .4D,E).
3.4.3 Pleuro-pedal ganglia
mRNA coding for the 5HTapi receptor was widely expressed in the pedal
ganglion. Expression of 5HTapi mRNA was visible in several large neurons including
neurons of quadrants II. Illa, Tub and hIc (Figure 3.5A,D). Precise identification of
these ceils was difficuit because of the lack of detailed maps of the ganglion and the
variability in the morphology of the ceils from animal to animal. Nevertheless, very
large neurons were positive near the pedal nerves, specifically one neuron in the Illa and
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figure 3.5- CelIular Iocalization of 5HTapi mRNA in the pleuro-pedal ganglia. Brightfield
(Ai-Cl) and darkfield (A2-C2) illumination images of regions positive for 5-HTapi mRNA. A2)
Localization of 5HTapi mRNA. B-C) Localization of 5-HT1 (32) and sensorin (C2) mRNA in
the VC clusters. Ai, quadrant IIIb is identified for reference and positioning. The region where
5HTapi and sensorin mRNA are expressed is circled by a dotted line. Scale bars 300 I.trn. D)
Schernatic representation of the pleuro-pedal ganglia. Expressions of 5HTapi (• and of sensorin
() mi{NA are shown. VC cluster (ApI +) indicates that some of the celis in the cluster express
the SHTapi mRNA. Various quadrants and neuron LPI 1 are identified for reference and
positioning. Schernatic diagram adapted from Walters et al. (1983).
Left Right
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two neurons in the IIIb regions of the lefi pedal ganglion where serotonin neurons were
described (Longley and Longley, 1986; Hawkins, 1989). Staining of neurons in this
region suggests that the 5HTapt receptor may be expressed in serotonergic fleurons. No
correlation can be observed in the size and position of 5HTapi-expressing neuron in the
lefi versus right pedal ganglia. In the pleural ganglia, 5-HTapi mRNA was found in few
neurons of the sensorin-positive VC clusters (Figure 3.53,C,D). A positive neuron
observedjust beside LP11 did not express sensorin (Figure 3.5D).
The 11Iap2 receptor is expressed in both the pedal and pleural ganglia. In the
pedal ganglion. 5HTap2 was found in several neurons of ail quadrants (Figure 3.6A,D).
Significantly more neurons were shown to express the 5HTap2 receptor than the 5HTapi
receptor. In the pleural ganglion, 5HTap2 mRNA was localized in 5 to $ celis
surrounding the VC clusters. These ceils were larger than sensory neurons (Figure 3.63).
The identifiable giant LP1Y celi in the left pleural ganglion was positive for 5HTap2
mRNA (Figure 3.6B,D). The lack of staining obseiwed in the sensorin-positive VC
ciusters (Figure 3.6B,C,D) indicated that sensory neurons in this cluster did flot express
the 5HTap2 receptor.
3.4.4 Abdominal ganglion
5HTapi mRNA was found in the abdominal ganglion in a few large neurons
including one RUQ neuron (Figure 3.7A,3,C). 5HTapi mRNA widely expressed in
unidentified small celis was noticeable in 3 ceils near the R9 and RiS neuron. Ceils near
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Figure 3.6- Cdllular localization of 5-HL2 mRNA in the pleuro-pedal ganglia. Brightfield (Al-Cl)
and darkfield (A2-C2) illumination images ofregions positive for 5HTap2 mRNA. A2) Localization of 5-
mRNA. B-C) Localization of 5-HT- (82) and sensorin (C2) rnRNA in the VC clusters. AI,
quadrant IIIb is identified for reference and positioning. BI, Cl) hie LPII neuron which expresses 5-
HT12 mRNA is indicated. Circles with dotted unes show that neurons express sensorin mRNA but not 5-
HTap2 mRNA. Scale bars 300 1m. D) Schematic representation ofthe pleuro-pedal ganglia. Expression
of 5KTap2 mRNA (Q) is shown. Quadrants and neuron LPII are identified for reference and positioning.
VC clusters (Q Ap2 -) indicates that ceils in the cluster do not express 5HTapi mRNA. Schematic
diagram adapted from Walters et al. (1983).
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Figure 3.7- CeIlular localization of 5HTapi mRNA in the abdominal ganglion.
Brightfield (Al-Dl) and darkfield (A2-D2) illumination images of regions positive for
5HTapi (A2, B2,C2) or sensorin (D2) mRNA. C-D, The regions where 5-HTapi and
sensorin mRNA are both expressed are circled by a dotted une. Large fleurons and the
rLE cluster are identified for reference and positioning. Scale bars = 300 tm.
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the Ri 5 neuron are presumabiy part of the RB group of ceils (figure 3.10). The rLE, RE
and RF clusters of sensory neurons were positive for 5HTapt mRNA but flot the LE
cluster (Figure 3.7C,D). A greater proportion of sensory neurons in the abdominal
ganglion expressed the 5HTapi receptor as compared to expression in other sensory
clusters ofthe head ganglia.
The 5HTap2 mRNA displayed a different pattem of hybridization and no
potential colocalization when 5HTapi mRNA was visible (Figure 3.10). 5HTap2 mRNA
was found in unidentified small ceils near R14. and near the septum surrounding R15
(Figure 3.$A,C). Celis nearthe Ri5 neuron are part ofthe RB group ofcells. Three large
neurons, ah found near the right and lefi connectives (presumabiy Li and RUQ ceiis)
were positive for 5HTap2 mRNA. No hybridization for the 5HTap2 mRNA was
observed in R2 (Figure 3.8A-C). Its absence in R2 was unexpected since the 5HTap2
mRNA was found in neuron LP11 in the pleural ganglion (figure 3.$A-C). These cehis
are related by their appearance, molecular components and their electrophysiological
properties (Hughes and Tauc, 1963; Giller and Schwartz, 1971; Kandei, 1976). As
observed for 5HTapi. 5JlTap2 was found in rLE, RE and RF sensory clusters but flot in
LE (Figure 3.$D-f; 10).
Interestingly, 5HTap2 rnRNA was also found in the neuroendocrine bag celis
(Figure 3.9A), consistent with its potential role as a modulator of afierdischarge during
egg-laying behavior (Barbas et al., 2002). Ahhough the hybridization signal was faint,
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Figure 3.8- CeIlular Iocalization 0f 5HTap2 mRNA in 0w abdominal ganglion. Brightfield (Ai-Fi) and
darkfleld (A2-F2) illumination images ofregions positive for 5-HT2 (A2, B2,C2,E2) or sensorin (02,F2)
mRNA. C-F, The regions where 5-HT2 and sensodn mRNA are both expressed are cireled by a dotted
une. E2-F2, LE cluster, positive for sensoHn and negative for 5HTap2 mRNA, is circled by a dotted une.
Large neurons and sensory clusters are identified for reference and positioning. Scale bars = 300 jim.
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Figure 3.9- CelIular Iocalization of SHTap2 mRNA in the bag ceits of the abdominal
ganglion. Brightfield (A1,B1) and darkfield (A2,B2) illumination images of bag celis
(Bc) using antisense 5HTap2 (BI) 0f SHTapi (B2) probes. Scale bar = 300 jim.
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Figure 3.10- Schematic representation of the dorsal (A) and ventral (B) surfaces of
the abdominal ganglion with expression patterns of 5HTapi (.) and 5HTap2 (O).
Clusters of sensory neurons (rLE, LE, RF and RE) were identified with the sensorin
probe. Ceils are indicated by letters L (left) or R (right), corresponding to locations in
hemiganglion followed by one- or two-digit number. Sensory clusters (RE, RF and rLE)
that also express 5HTapi or 5HTap2 mRNA (ApI and Ap2 +) are illustrated (O). The LE
cluster was negative for 5HTapi and 5HTap2 expression (Ap 1 and Ap2
-). Schematic
diagram adapted from Kandel (1976).
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the maj ority of the bag ceils were positive. No 5HTapt hybridization signal was
observed in these neuroendocrine ceils (fig. 3.9B).
3.5 Discussion
Assigning a foie to G-coupled receptors in Aplysia is not straightforward.
Although radio-labeled ligands can identify serotonin-responsive ceils, they add no
information about the nature of expressed receptors (Kadan and Hartig, 1988).
Therefore, quantification of the cAMP level in celis is required to determine the nature
ofthe serotonin receptors. It is a difficuit challenge to screen for a decrease in the cAMP
level in neurons following serotonin application especially when pathways that trigger
this response are unknown. ISH overcomes these difficulties and allows direct
positioning of receptor mRNA. This led us to focus our study on two major pathways for
which serotonin-induced inhibitory responses were documented.
3.5.1 Expression 0f 5HTap2 in the bag ceils
The neuroendocrine bag ceils clusters that are located around each of the pleuro
abdominal connectives near the abdominal ganglion initiate the egg-laying behavior in
ApÏysia by generating a iong-lasting afierdischarge that causes the release of egg-laying
hormone (ELH) and other peptides into the hemoiymph (Kaczmarek et al., 1978; Smart
and Strumwasser, 1980; Kauer and Kaczmarek, 1985; Arch et al., 1989; DesGroseillers,
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1990). Afierdischarge is triggered by a stimulus that activates the adenylate cyclase and
increases the level of cAMP. Interestingly, afierdischarge can be inhibited by 5-HT
(Jennings et al., 1981). Pharmacological studies have shown that the 5HTap2 receptor is
a good candidate for mediating this inhibiting effect (Barbas et al., 2002). Expression of
the 5HTap2 gene in the bag celis. as determined by TSR in our study, is consistent with
this hypothesis. Interestingly, neuron Li in the abdominal ganglion, which is transiently
excited by bag ccli activity (Mayeri et al., 1985), also expresses the 5HTap2 receptor.
This is consistent with the previous observation that neuron Li is labeled by ‘251-LSD
(Evans et ai., 1991). a strong ligand of 5-HT receptors. It is thus possible that the 5-
HTap2 receptor may couple bag celi activity with that of neurons that are stimulated by
the bag celis, in a concerted mechanism that regulates egg -laying.
3.5.2 Expression of SHTapi and 5HTap2 in the clusters of sensory
neurons
Among the most intensively studied models of short- and long-term memory are
the gill/siphon withdrawal and tau withdrawal reflexes ofAplysia (Byme, 1987; Kandel,
2001). In these withdrawal reflexes, molecular components of sensory neurons can be
modified to modulate the strength of their connection with motor fleurons. It is now well
docurnented that serotonin is a major modulator of this pathway (Barbas et al., 2003).
Serotonin induces synaptic plasticity through activation of a stili uncharacterized G
coupled receptor that stirnulates adenylate cyclase and increases cAMP levels (Kandel,
2001, Barbas et al., 2003). Nevertheless, 5-HT is also known to depress sensory fleuron
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connections in the Rf cluster, a group of rnechanosensory neurons involved in the
withdrawal reflex (Storozhuk and Castellucci, 1 999a,b). It is thus likely that G-coup1ed
5-HT receptors that inhibit adenylate cyclase also may play critical role(s) in modulating
learning and memory processes.
The G-coupled 5HTapi and SHTap2 receptors are expressed in aimost ail
clusters of sensory ceils. It is unclear whether they are co-expressed with the putative
serotonin-activated G5-coupled receptor. Nevertheless, their expression in the sensory
celi clusters confirms the importance for a celi to be able to modulate its cAMP level.
Indeed downregulation of G-dependent response in mice that resuits in an increase in
cAMP level and enhanced synaptic plasticity impairs certain forms of learning (Pineda
et al., 2004). Therefore, a balance between the stimulatory and inhibitory regulators of
adenylate cyclase is likely to be required for optimal cAMP signaling and appropriate
synaptic plasticity in the process of memory formation (Mansuy, 2004). Altematively,
the expression of the receptors in relatively few sensory celis may suggest that these
receptors define a sub-population of sensory neurons that may be involved in specific
functions. for example in inhibitory pathways such as that of the RF cluster (Storozhuk
and Castellucci, 1999b). In ail cases. the molecular diversity of these celis will
contribute to the fine regulation that is required to respond to varied environmental
changes.
In addition to the monosynaptic component of the withdrawal reflex (sensory
neurons to motor neurons), there is a significant polysynaptic pathway that includes
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several excitatory and inhibitory intemeurons (Trudeau and Castellucci, 1992; Trudeau
and Castellucci. 1993; Barbas et al.. 2003). Is it possible that the 5-HT1 and 5HTap2
receptors are expressed in these celis (Trudeau and Castellucci, 1992; Trudeau and
Castellucci, 1993)? further identification of 5HTapi afld 5HTap2 receptor-positive ceils
and further characterization of intemeurons are needed to address this hypothesis.
Several intemeurons have been identified but these ceils are small and mainly identified
by physiological and connectivity properties (Barbas et al., 2003).
3.5.3 Expression in other identifiable celis
mRNA coding for 5-HTapi and SHTap2 were found in several identified large
neurons in each ganglion. Some of these neurons are serotonergic, supporting our
hypothesis that these receptors may act as autoreceptors that modulate local synthesis
and release of 5-HT (Angers et al., 1998; Barbas et al., 2002). In rats, somatodendritic
autoreceptors are known to reduce cell firing and curtail the synthesis and release of 5-
HT (Buhot et al., 1995; Buhot, 1997). Among 5-HT-positive receptor ceils, the giant
cerebral neurons (MCC). some smaller neurons located near the MCC, large number of
celis in the pedal ganglia in area IIIa-b and the R3 celis of the abdominal ganglion were
shown to express serotonin (Longley and Longley, 1986; Hawkins, 1989). Both receptor
mRNAs were also found in large ceils in the 111e area of the pedal ganglia. Positioning
of these neurons is rerniniscent of cells localized in a cluster of large neurons near the
dorsomedial surface of the ganglia that fire in phase with opening of the parapodia and
are designated as parapodial opener-phase celis (POP celis; McPherson and
3.5 Discussion 141
Blankenship, 1991). POP celis utilize 5-HT to modulate the neuromuscular junction of
parapodial swim muscles (McPherson and Blakenship, 1991). further characterization
on the nature of SHTap1ap2 positive neurons in this 111e region of the pedal ganglia is
necessary to conclude that these G-coupled receptors are express in POP cells.
Both receptors are also expressed in neurons that are flot known to express or
respond to serotonin. Many of these ceils. such as L13 and RUQ in the abdominal
ganglion are known to release chemical neurotransmitters and/or peptides (Yanaura et
al., 1993; Rittenhouse & Price, 1986). The potential physiological role(s) of a G1-
coupled 5-HT receptor in these celis are unknown. Further investigations will be
necessary to determine the importance SHTapi and 5HTap2 in modulating neuronal
activity and/or transmitter release in these ceils. Potential co-expression of SHTapi and
SHTap2 mRNA was suggested in several sensory neuron clusters. Expression of two G
coupled receptors in a celi may increase the capacity of this neuron to respond to 5-HT.
5HTapi and SHTap2 reeeptors have very distinct pharmaeological profiles (Angers et al.,
1998; Barbas et al., 2002) that allow differential and/or complementary responses to 5-
HT.
Future comparative studies focusing on the identification 5-HT receptor
expression sites, 5-HT releasing neurons and 5-HT neuron connectivity network with
electrophysiological recording will be necessary to further characterize the contributions
of 5-HT receptors in 5-HT-dependent pathways. Does downregulation of 5-HT G
coupled receptors, measured using RNAi and/or antisense approaches alter the ability of
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sensory neurons to respond to 5-HT and to modulate various reflexes in Aplysia? We
also wish to examine different types of behavioral modifications to determine if they are
able to alter the ratio ofthese diverse 5-HT G-coupled receptors.
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4Préambule
La DA est un neurotransmetteur essentiel dans le contrôle de l’alimentation et du
conditionnement instrumental chez l”aplysie. Quelques évidences dans la littérature
indiquent la présence potentielle de divers récepteurs dopaminergiques dans le SNC de
l’aplysie. Par contre, l’identification de ces récepteurs ainsi que des cascades
moléculaires modulées par ces protéines nous sont pour l’instant manquantes. Suite à
notre criblage de la banque d’ADNc du SNC, nous avons cloné le premier récepteur
dopaminergique chez l’aplysie. Même si nous voulions au départ caractériser de
nouveaux récepteurs à 5-HT, l’identification d’un récepteur dopaminergique nous
permettra de mieux comprendre comment les voies de signalisation dopaminergiques
interagissent pour moduler la plasticité synaptique à la base des formes d’apprentissage
et de mémoire chez l’apÏysie. Par son expression dans le SNC, par son profil
pharmacologique ainsi que par son activité constitutive, ce nouveau récepteur présente
des caractéristiques inédites pour ce type de protéines.
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4.1 Abstract
In Aplysia, the neurotransmitter dopamine is involved in the regulation of various
physiological processes and motor functions, like feeding behavior and in the siphon-gui
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withdrawal reflex. In this paper, we report the cloning and characterization of the first
Aplysia Di-like dopamine receptor (Apdopl) mainly expressed in the CNS, heart and
buccal mass. Following expression of the Apd01 receptor in mammalian HEK293 ceils,
higher level of cAMP was observed in the absence of receptor ligand showing that
Apd0J is constitutively active. This activity was biocked by the inverse agonist
flupentixol. Application of dopamine (EC50 of 35 nM) or serotonin (EC50 of 36 j.tM) to
Apu0i -transfected HEK293 celis further increased the level of cAMP suggesting that the
receptor is linked to the stirnulatory G protein pathway. When expressed in cultured
Aplysia sensory neurons, Apu0i imrnunoreactivity was observed in the celi body and
neurites. Its expression in sensory neurons produced an increase in hyperpolarization in
the absence of agonist and an increase in membrane excitability following simulation by
dopamine. Stimulation of membrane excitabiÏity was observed in the presence of
pertussis toxin to inhibit G proteins inhibitory pathway normaily induced by dopamine
in ApÏysia sensory neurons. Apd0pI sensitivity to dopamine makes it a potential
modulator of operant conditioning procedure.
4.2 Introduction
Dopamine (DA) is involved in a large variety of physiological and behavioural
processes in animais ranging from mollusk to mammals. This cathecholamine plays a
critical role in cognition and emotion, and the last decade has seen a large increase in the
experirnental evidence for a roie in both synaptic plasticity and memory processes
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(Wickens et al., 2003). Cellular responses to DA are mediated via G protein-coupled
receptors (GPCR), and generally manifest their action by regulating adenylate cyclase
activity. The DA receptors in vertebrate are classified into two major classes based on
their sequence similarity and pharmacological profile: Di-like and D2-like receptors
which include the Dl and D5 receptor subtypes and the D2, D3 and D4 receptor
subtypes, respectively. Di-like receptors stimulate adenylyl cyclase and
phosphatidylinositol (PI) metabolism whereas D2-like receptors inhibit adenylyl cyclase
and activate K+ channels (Missale et al., 1998).
DA is a common neurotransmitter in molluscs (Carpenter et al., 1971; Luborsky
& Jackiet, 1976; Gospe, 1983; Sugamori et al., 1994). In Aplysia calfornica, DA is
found in the buccal ganglia, where it is involved in feeding behavior and in the
appetitive operant conditioning procedure that induces long-term memory (Brembs et
al., 2002). DA ïs also present in the neuropile of the pedal ganglia (McCaman et al.,
1973; Jahan-Parwar & Fredman, 197$), in the peripheral nerves (Swann et al., 1982b)
and in the giil (Peretz & Estes, 1974) where it modulates motor control. In particular,
DA has been shown to enhance giil contractions following siphon touch and to prevent
habituation ofthe gui and siphon withdrawal reflexes (Ruben & Lukowiak, 1979, 1983;
Tritt & Byrne, 1982).
Binding assays with specific radiolabeled ligands to individual vertebrate
receptor subtypes confirm the presence of Dl-, D2-, D3- and D4-like receptors in
Aplysia (Chandhoke et al., 2001). DA receptor binding was reported in the pleural, pedal
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and cerebral ganglia, with the highest levels found in the pleural ganglia (Drummond et
al., 1980). Lower levels ofbinding are seen on muscle tissue and nerves (Dntmmond et
al., 1980). Similarly, dopamine-induced activation of adenylate cyclase was
demonstrated in the gui (Kebabian et al.. 1979; Weiss & Drummond, 1981). However,
the molecular characterization of DA receptors and other dopaminergic signaling
pathways is stili lacking.
Due to the importance of ApÏysia caÏfornica as an animal model in the
understanding of dopamine action during learning and memory processes, the goal of
this study was to clone the first dopamine receptor from this mollusk and develop a
ffinctional system to analyze this receptor. In this regard, a cDNA was isolated from
CNS tissue of aduit Aplysia that encodes a putative seven transmembrane G protein
coupled receptor.
4.3 Materials ami methods
Animais ‘wd compounds— Aplysia californica weighing 100-200 g were purchased from
the ApÏysia Resource Facility (Miami, FL, USA) or from Marine Specimen Unlimited
(Pacific Palisades, CA, USA), maintained in an aerated seawater tank at 15°C and fed
every day ad Ïibitum. N-methyÏ-3H]lysergic acid diethylamide ([3H]LSD) and
[3H]adenine were purchased from NEN (Mississauga, Ontario, Canada). AI?, cyclic
AMP (cAMP), S(±)-apomorphine hydrochioride, (+)-butaclamol hydrochloride,
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(+)Chioro-APB hydrobromide. (±)-6-Chloro-PB hydrobromide, dopamine
hydrochioride, cis-(Z)-Flupentixol dihydrochioride, 5 -hydroxytryptamine (5-HT), (+)-7-
hydroxy-2-(di-n-propylamino) tetralin hydrobromide ((±)-7-OH-DPAT), R(+)-lisuride.
isobutylmethyxanthine (IBMX), methiothepin mesylate, octopamine, pergolide mesylate
sait, R(+)-SCH-23 390 hydrochioride and spiperone were purchased from Sigma-Aldrich
(Oakville, Ontario, Canada).
PCR arnptjfication and ctonbzg of Apd0pI cDNA- PCR amplification with degenerate
prirners (Figure 4.1A; primers 1 and 2) ofphage DNA (200 ng) isolated from anApÏysia
randorn-primed 2GT1 O central nervous system cDNA library was previously described
(Barbas et al., 2002). Phage DNAs was PCR-amplified for 40 cycles (94°C for 1.5 mm,
40 oc for 2 min and 72 oc for 1 mm) in the presence of two degenerate primers (800 ng
each) corresponding to the highly conseiwed receptor sequences found in the sixth and
seventh transmembrane (TM) domains: 5’-
(G,C)IGCITT(T,C)ITIITITG(C,T)TGG(C .T)TGG(C,T)TICCITT(C,T)TT-3’, and 5’-
TCIGGII(A,T)(G,A)AAIATIG(T,C)(G,A)TA(G,A)ATIA(T,C)IGG(A,C)TT-3’. PCR
products were fractionated on a 4% agarose gel and a 144 bp fragment (ApdopA; figure
4.1A)) was subcloned into pCR 2.1 plasmid (Invitrogen, Carlsbad, CA) and sequenced
according to the Sequenase protocol (United States Biochemical Corp.). To clone the
full-length cDNA of Apd01, PCR-arnplffications were done with Aplysia random-primed
XGT1O central nervous system and kidney cDNA iibraries. For 3’-RACE, a sense
Apu0i-specific primer (5’-GTACGATCCGACGCTGATACC-3’; primer 3 in f igure
4.1A) and a 2GT10 specific antisense primer (5’-
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CTTATGAGTATTTCTTCCAGGGTA-3’; primer 4) were used. Two rounds of 5’-
RACE were performed with Apu0i antisense primers (5’-
GGTATCAGCGTCGGATCGTAC-3’, primer 5; and then 5’-
CGTGTCGTAATACAAAGCCTTGTGG-3’. primer 7) and the GT10 specific sense
primer (5’-AGCAAGTTCAGCCTGGTTAGTC-3’, primer 6). Resulting products were
subcloned into pZAPA/TA vector (Barbas et al., 2002) and sequenced. PCR
amplifications were performed with the proofreading polymerase Vent from New
England Biolabs (Mississauga, Ontario, Canada). Overlapping sequences were read
from multiple clones generated from independent PCR amplifications.
Transient expression of tite Apd0l receptor- The coding region of Apd0l was PCR
amplified from ApÏysia genomic DNA using the proofreading polymerase Pfu Turbo
(Startagene, La Joua, CA, USA) and the primer pair 5’-
CCAICGATATCATGAACTTCAACCTCACGAACC-3’ (primer 8 in figure 4.1A;
underlined: ClaI restriction site) and 5’-
CTGGATCCCCAACTCGCATCTTAGCAAGCC-3’ (primer 9; underlined: BamHI
restriction site). The resulting product was subcloned in pZAPA!TA vector and
sequenced. pZAPA/TA-Apd0J DNA was digested with ClaI and BarnHI and subcloned
in frarne with the c-myc epitope in pcDNA3/RSV/MYC. The pCDNA3/RSV/MYC
plasmid was previously obtained by ligating complementary oligonucleotides coding for
the c-rnyc epitope EQKLISEEDLN (Degols et al., 1991; Cravchik & Matus, 1993) to
the pcDNA3/RSV vector (Jockers et al., 1996). Human embryonic kidney cells
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(HEK293) were transfected with the recombinant plasmid by the calcium phosphate
procedure. Celis were collected 48 hours post-transfection for functional assays.
For immunofluorescence, transfected HEK293 ceils were incubated with the
anti-myc 9E10 monoclonal antibody (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA,
USA) or with a mouse anti Œ-tubulin antibody (MP Biomedicals. Irvine, CA, USA)
before or afier celi permeabilization as previously described (Barbas et al., 2002). Ceils
were then incubated with an Alexa Fluor 594 anti-mouse secondary antibody (Molecular
Probes, Eugene, OR, USA) and visualized by immunofluorescence, using a Nikon
Eclipse E800 microscope (Nikon, Melville, NY, USA) equipped with a CoolSnap fx 12
bits CCDs camera (Roper Scientific, San Jose, Ca, USA). Images were analyzed with
the MetaMorph 5.0 software (Universal Imaging Corporation, Downingtown, PA,
USA).
Generation of anti-Apd0J antibody- Detection of the Apd01 protein was performed with
a rabbit polyclonal antibody raised by a commercial vendor (Genemed Synthesis, San
Francisco. CA, USA) against a peptide whose sequence (AAYDPTLIPHKV) was
derived from the third extracellular loop. Specificity of the antibody was evaluated. The
anti-Apd01 recognizes only the myc tagged Apd01 receptor expressed in HEK293 cells.
No imrnunoreactivity was observed when cells extract were incubated with the immune
peptide.
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Immunoprecipitation and Western btot anatysis- For immunoprecipitation of Apu0i
protein, transfected celis were harvested 72 h post-transfection, washed three times in
P35 and incubated in the blocking buffer (P35 containing 0.2% bovine serum albumin)
for 1h on ice. Celis were lysed and proteins were solubilized in the radioimmune
precipitation buffer (50 mM Tris-HC!, pH 7.4, 150 mMNaC1, 1% Nonidet P-40, 0.5%
sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 50 mM iodoacetamide, 1 mM phenylmethylsulfonyl
fluoride, 0.1 mg/ml benzamidine, 2.5 g!mÏ leupeptin) for 30 min on ice and centrifuged
at 12,000 x g for 15 min at 4 oc to remove cellular debris. ce!! lysates were incubated
with the mouse monoclonal anti-myc (9E10) antibody (1:250 dilution) in the blocking
buffer ovemight at 4°C before the addition of protein A-$epharose for 4h.
Immunoprecipitates were washed four times with the cold radioimmune precipitation
buffer, resuspended in sample buffer (60 mM Tris-HCI, pH 6.8, 2% SDS, 4 M urea, and
100 mM dithiothreito!) and heated at 50°C. Protein concentration was evaluated with the
D Protein assay kit (Bio-Rad, Mississauga, Ontario, canada) using bovine serum
albumin as standard. Protein samples were resolved by 8% SDS-PAGE e!ectrophoresis,
transferred to nitrocellulose membrane, immunoblotted with rabbit polyclonal anti-myc
antibodies (1.tg/mI) (Sigma-AÏdrïch, Oakville, Ontario, Canada) and revealed with a
Renaissance chemiluminescence kit (PerkinElmer Life Sciences, Montréa!, Qc, Canada).
cAMP measurement- cAMP content was measured by a pre-labe!ling technique as
previously described (Sa!omon et al., 1974; Barbas et al., 2002). Total cAMP
accumulation was measured by assessing the transformation: [3H]cAMP/({3HjATP +
[3H]cAMP) X 1000.
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Isolation ofAptysia sensory neurons- Aduit animais
were anaesthetized by injection of
60-100 ml of isotonic MgC12 solution. Pleuropedal gan
glia were removed, desheathed
and digested in 1% protease-artificial seawater.
Sensory neurons (SNs) from the
ventrocaudal cluster of the pleural ganglia were mechan
ically dissociated and transferred
to separate dishes (falcon #1008; Becton Dickinson Canada Inc., Mi
ssissauga, Canada)
containing L-15 medium (modified for Aplysia) (Schacher &
Proshansky, 1983)
supplemented with hemoiymph (7%) and bovine serum album
in (0.01%). Sensory
neurons were separated from ceil debris, plated and al
lowed to adhere in L15-containing
dishes (faicon #3001; Becton Dickinson Canada Inc., Mississauga
, Canada).
Expression of Apd0l-eGfP in sensory neurons-
full-length Ap01 cDNA was PCR
amplified with the proofreading polymerase Pfu Turb
o (Startagene, La Joua, CA, USA)
and the primer pair 5 ‘-CGGTCGACATGATCAT
GAACTTCAACCTC-3’ (underlined:
SalI restriction site) and 5 ‘-CCGGATCCTTGCAAG
CCGCATTCCTTTC-3’
(underlined: BarnHI restriction site). The product was subcloned i
n pZAPA/TA vector,
sequenced, digested with Sali and BamHI and sub
cioned in frame with eGfP-NI
(CÏontech, Palo Alto, CA, USA) in the pNEX-3 vector (gift fro
m Dr. W. S. Sossin,
McGiIl University) (Kaang, 1996). Microinjection of Apu0i-eGfP
plasmid DNA (1
tgl.tI DNA and 2% fast green in distilled water) was done with bac
kflhled glass pipettes
Q-5 MQ) using a pico-injector (PLI-100; Medical Systems, Greenvale
, NY, USA). After
impalement, sensory neurons were rapidly fihled by d
elivering short air puffs (10-40 psi)
until the celi soma became uniformÏy green. Injected sensory neurons
were visualized at
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4x and 1 Ox with a Nikon fluorescence microscope (Optiphot-2) equipped with a BM5 10
filter (Nikon, Tokyo, Japan). for expression analysis, microinjected sensory neurons
were fixed in 2% paraformaldehyde-ASW and processed for immunofluorescence.
Confocal microscopy was perforrned with a Zeiss (North York, Ontario, Canada) LSM
510 confocal laser microscope. Images were analyzed using the Zeiss LSM 510
software.
4.4 Resuits
4.4.1 Cloning of an Aptysia dopamine receptor
We previously took advantage of the sequence conservation within
transmembrane domains six and seven of serotonergic GPCRs to isolate DNA fragments
encoding serotonin receptors in ApÏysia (Barbas et al., 2002; Angers et al., 1998). We
applied this same strategy, to attempt to clone a dopamine receptor. from the sequence
of a first 144 bp PCR product (figure 4.YA; ApdOA), specific oligonucleotide primers
were designed for 3’- and S’-RACE to PCR-amplify a complete cDNA. Three
overlapping clones (ApdopB. ApdopC and ApdopD) covering 1551 bp were amplified
and cloned (figure 4.1A). The reconstituted cDNA contained an open reading frame
coding for a putative protein of 450 amino acids with a predicted molecular weight of 50
kDa. Amino acid sequence comparisons between the Apd0j receptor and other
invertebrate GPCRs show significant sequence identity with the AmDOP1 receptor
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figure 4.1- Ap11 receptor sequence and structure. (A) Molecular cloning of the Apu,i receptor cDNA. Thc
ApdopA fragment was PCR-amplified from DNA isolated ftom a CNS cDNA library using two degcneratc
oligonucleotide primcrs (1 and 2) derived from conservcd sequences in transmembrane domains VI and VII of
GPCRs. The ApdopB, ApdopC and ApdopD were isolated from CNS and kidney cDNA librarics by PCR
amplification using APd0I-scquence specific primcrs (3, 5 and 7) and phage-specific primcrs (4 and 6). The
reconstituted full-tength cDNA was amplified from genomic DNA with APd,I-spccific primcrs (8 and 9). Prirners
positions, as described in the matcrials and methods, are indicated. The open reading frame is rcpresented by boxes
and the transmembrane domains are indicated by the black regions. Lines reprcscnt the 5’ and 3’ untranslated regions.
(B) Hydrophobicity plot ofthe deduced Apd,,I amino acid sequence. Regions abovc the dotted une arc hydrophobie.
Transmembrane domains are nurnbered and indicated. The hydropathy plot was donc using the mcthod of Kyte and
Doolittle (Kyte & Doolittle, 1982). (C) Schematic representation of Apd] sequencc and structure. Amino acids are
givcn in single letter code. Amino acids that arc conserved among GPCRs are indicatcd by ( ). Potential N-Iinked
glycosylation sites (À) and consensus sites for phosphorylation by protcin kinase A (PKA) t.), protcin kinase C
(PKC) (•) and casein kinase Il (CKII) (4) are indicatcd. Transmembrane domains (r.!), cxtracellular and intracellular
regions are also idcntified. Potcntial palmitoylation sites arc indicatcd ( ). The nucleotide sequcncc for Apui has
been deposited into thc GenBank database and is availablc under accession numbcr AY9 18891.
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(43%), a Di-like dopamine receptor from Apis melÏifera (Figure 4.2B) (Blenau et al.,
199$). Consistently, we named this novel protein Apd0t.
4.4.2 Structural characteristics of the ApdO1 receptor
The deduced Apu0j protein shared many characteristics in common with
members of the GPCR famiiy and. more specificaily, with dopamine receptors. As
expected, hydrophobicity analysis reveaied the presence of seven transmembrane
domains (Figure 4.1B). Many key amino acids conserved through evolution were also
present in Apd0pI (f igure 4.IC), in particular the tripeptide DRY (Asp’52 —Arg’53
—
Tyr’54) in the cytoplasmic end of the predicted third transmembrane domain and the
NPXXY motif (Asn325— Pro326— Tyr329) in the predicted seventh transmembrane domain.
These residues were shown to be important for activation of receptors of the GPCR 1 A
subfamily (Boess & Martin. 1994; Oliveira et al., 1994; Bockaert & Pin, 1999). Single
cysteine residues (Cys’28 and Cys228) in the first and second extraceilular ioop were also
conserved. These cysteines are important to stabilize the functional receptor structure by
forming disuffide bond (Dixon et aÏ., 1987; Fraser, 1989). Two aspartate residues in the
second (Asp°°) and third (Asp’3) transmembrane domains were conserved in ail
catecholamine receptors where they are important for binding of the amine groups of
catecholarnine (Strader et al., 198$). Three serine residues in the fifih transmembrane
domain in Apdoy receptor (Ser242, Ser213 and Ser246) which are postulated to interact with
the catecholamine ring hydroxyl groups (Strader et ai., 1989; Pollock et ai., 1992) were
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also present in Apu0i. Thus, the APdopl receptor has the important amino acid side
chains required for binding dopamine.
The Apu0j receptor may potentially undergo several post-translational
modifications (Figure 4.1 C): (j) N-glycosylation in the extracellular N-terminal region
and in the second extracellular loop; (ii) phosphorylation by protein kinase A, protein
kinase C and casein kinase II. Apd01 receptor could also undergo post-translational
païmitoylation at conserved cysteine residues in the C-terminal tau, probably to anchor
its cytoplasmic tau to the membrane (O’Dowd et al., 1989; Mouillac et al., 1992). Its
short third cytoplasmic loop is reminiscent of members of Dl -like receptors and of many
receptors coupled to G proteins (Missale et al., 1 99$) (figure 4.1 C). We can also notice
that the second extracellular loop of ApdO1 (44 amino acids) is longer than what we
usually observed for Dl receptor subtypes (27 amino acids), but reminiscent of D5
receptor (41 amino acids) (Missale et al., 199$) (figure 4.1C).
A dendogram analysis placed Apd01 within members of the mammalian Dl -like
receptor family, closely related to the AmDOP1 receptor (figure 4.2A). Further amino
acid sequence comparisons between the Apd0l receptor and other D1-like receptors
showed significant sequence identity, especially with invertebrate Dl -like receptors
(figure 4.2B). Apd0l also shared sequence identity with the Aplysia Ap5-HT82 receptor,
a serotonin receptor that stimulates phospholipase C (Li et al., 1995).
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Figure 4.2- StructuraI relationship of Apd0l with other dopamine receptors. (A)
Dendrogram analvsis of different dopamine receptors. Sequences of dopamine receptors were
compared and aligned using the CIustatW (Thompson et al., 1994) which was executed from
GDE (Genetic Data Environment). Only arnino acid positions that could be aligned without
arnbiguity were used for the analysis. The alignment was then used for phylogenetic
comparisons using the PHYLIP package (J. felsenstein, 1993, Phylip, Phytogeny Inference
Package, version 3.5.lc and 3.6, University of Washington, Seaffle, WA). Analysis was
perforrned with a bootstrap procedure that computes the probability of occurrence of the
branches for 1000 possible trees. Branching order was determined using the fitch-Margoliash
algorithrn included in the PHYLIP package. Only branches ocdurring in >800 trees are
represented. (B) Percentage of amino acid sequence identity among different Dl -like receptors
from several species. The Ap5-KTB2 serotonin receptor from Ap/vsia was also included. Am,
Apis melflfera; Ap, Aplysia; CE, Caenorhabditis elegans; DRO, DrosopÏiiÏa; FUGU, fugu
rubrtpes (pufferflsh); HUM, Human; RAT, Rattus.
33
24 14
30 37
37 41
40 74
26 32
26 33
11 31
15 37
17 36
AmDopl
4.4 Resuits 158
4.4.3 Apj0 protein distribution
To determine the protein distribution of this receptor, plasma membrane extracts
from various Aptysia tissues were prepared and analyzed by immunoblotting. Using the
anti-Apd01 antibody, a major band of around 100 kDa was detected in membranes
isolated from the central nervous system and the heart. Weaker signais were obtained
from extracts of the buccal mass (Figure 4.3). Overexposure of the Western blot
revealed the presence of the protein in the kidney and ovotestis extracts (data flot
shown). In the central nervous system, the protein was detected in the buccal ganglia
(figure 4.3). No immunoreactivity was observed when extracts were preincubated in the
presence ofthe immune peptide, demonstrating the specificity ofthe antibody.
4.4.4 Transient expression of Apd01 in HEK 293 cells
To characterize the pharmacological profile of the Apu01 receptor, a c-myc tag
was fused at its N-terminus and the myc-Apu0i protein was transiently expressed in
HEK 293 cells. Expression of the receptor was monitored with anti-myc monoclonal
and/or polyclonal antibodies. On a Western blot prepared with immunoprecipitated
protein, several bands were observed indicating that the receptor is expressed (figure
4.4A). To characterize these bands and the sub-ceÏlular location of the receptor within
the ceils, endoglycosidase treatments were performed. Whiie bands are resistant to
endogiycosidase H treatment, their size was reduced foliowing endoglycosidase f
treatment (Figure 4.4A). suggesting that the receptor was properly targeted to the plasma
membrane in HEK 293 ceils and was not retained in the
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Figure 4.3- Tissue distribution of the ApdOI receptor in Aptysia. Western blot
analysis of proteins isolated from different tissues. Membrane protein extracts (30 .tg)
were resolved by SDS-PAGE and analyzed with anti-Apd01 antibody. CNS (Ïane 1),
buccal mass (Ïane 2), kidney (Ïane 3), gui (lane 4), ovotestis (Ïaîie 5), heart (lane 6),
buccal ganglia (lane 7; 50 .tg) and buccal ganglia preincubated with the peptide used to
raise the antibody (Ïane 8; 50 jig) were anaiyzed. Position of the molecular weight
markers is indicated.
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figure 4.4- Expression of the Apd01 receptor at the ceil-surface. (A) Western blot analysis of
Ap(lQI in transfected HEK293 celis. HEK293 celis were transfected with cDNA coding for the
rnyc-tagged Apd0l receptor. Total ccli extracts were irnrnunoprecipitated (lane 2) and digested
with endoglycosidase H (lane 3) or deglycosidase f (lane 4). Proteins were separated on a 8%
SDS-polyacrylarnide gel and detected with a polyclonal anti-rnyc antibody. Celis transfected
with the pCDNA3/RSV vector alone (lane 1) were used as control. Position of the molecular
weight marker positions is indicated. (B) Membrane Iocalization of Apd0I in transiently
transfected HEK293 celis. HEK293 celis were transfected with cDNA coding for the myc-tagged
Apd0J protein. Celis were labeled with anti-mec (I and 2) or anti u-tubulin (3 and 4) antibodies
before (1 and 3) or after (2 and 4) perrncabihzation with Triton X-100.
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endoplasmic reticulum. In addition, the endoglycosidase f treatme
nt showed that the
core receptor lias the size expected from the cDNA clone (50 kDa) and that the recep
tor
is glycosylated. Bands of higher molecular weight may represent
dimers and even
oligomeric forms of the receptor. Oligomerization of dopamine recep
tors lias recently
been reported and is a pivotai aspect of the structure and function of G
PCRs (Bouvier,
2001; Lee et al., 2003). Expression to the ceil-surface of the myc-tagged protein was
then confirmed by immunofluorescence analyses of nonper
meabilized and
permeabilized transfected celis (Figure 4.4B). The Apa01 receptor was labeled with th
e
anti-myc antibody on non-permeabilized celis showing that it reached th
e membrane and
that its N-terminal extremity was on the extracellular side. In the sam
e conditions, fL
tubulin, an intracellular marker was not detected. Immunofluorescen
ce signais for the
Apd01 receptor and for u-tubuiin were detected upon ceil perme
abilization (Figure 4.4B,
right panels).
4.4.5 Stimulation of second messenger pathway
Based on Apu0i similarity with members ofthe DÏ-Ïike receptor family, we next
tested whether the Apu0i receptor is able to activate adenylyl cycla
se. Interestingly,
transfection of cDNA coding for Apd0! in HEK 293 celis (Figure 4.5) revealed that t
he
receptor displays ligand-independent activity (Leflcowitz et aÏ., 1993). Indeed, a lar
ge
increase in the cAMP level was observed even in the absence of any
agonist (Figure
4.5A). These data provides evidence that Apd01 is a constitutively active receptor. W
e
next tested the ability of flupentixol to act as an inverse agonist, as demo
nstrated for
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Figute 4.5- Relative levels of intracellular cAMP in ApdO1 expressing celis. (A) HEK293
celis were transfected with either pcDNA3/RSV or pcDNA3/RSV/Apu01 vectors. They were
then left untreated or stimulated with doparnine (10 nM), flupentixol or methiothepin (1 tM).
cAMP accumulation tvas rneasured by assessing the transformation of [3H]ATP into [3H]cAMP
as described previously (Wong et al., 1991). The values are the mean of flfieen experiments
done in dttplicate. (B) Effect of flupentixol on cAMP level in Apd01 expressing ceils. cAMP
levels are expressed as a percentage ofthe value obtained in the absence offlupentixol (100%).
The values are the mean of an experiment done in duplicate and are representative ofthree such
experiments. Data were analyzed by a computer-assisted nonlinear analysis (GraphPad PRISM
3.0).
4.4 Resutts 163
other dopamine receptors with constitutive activity (Mustard et al., 2003; Sanyal et al.,
2004). Treatment of the celis with flupentixol decreased cAMP constitutive production
in a dose-dependent way, with an EC50 of 155 nM (figure 4.5B). As a control,
methiothepin, a selective 5-HT receptor antagonist, was flot efficient in inhibiting the
constitutive activity of Apd01 receptor, even at a concentration of 1 j.iM (figure 4.5A).
These data show that the Apd01 receptor has ligand-independent activity and that
flupentixol is an inverse agonist for this receptor.
Treatment of Apd01 transfected ceils with DA increased the level of cAMP in a
dose-dependent manner (Figure 4.5A, 4.6A) suggesting that the Apd01 receptor is
coupled to G protein. The EC50 for dopamine was in the nanomolar range (Table 4.1).
Interestingly, 5-HT and octopamine also stimulated adenylyl cyclase activity when
bound to Apd01 but with lower potencies (F igure 4.6A and Table 4.1). Following
dopamine, 5-HT or octopamine application, cAMP levels neyer increased on control
HEK 293 celis that did flot express the Apd01 receptor.
Antagonists concentration [tag M]
Figure 4.6- Pharmacological profile of Apd0l receptor. (A) Agonist stimulation of Apd01
increased the level of intracellular cAMP. HEK293 ceils transfected with cDNA coding for
APdOP1 were incubated in the presence of increasing concentrations of agonists. Intracellular
cAMP level were expressed as a percentage ofthe maximal response (100%). The values are the
mean of an experiment done in triplicate and are representative ofthree experiments. Data were
analyzed by a computer-assisted nonlinear analysis (GraphPad PRTSM 3.0). (B) Antagonists
specificity. Transfected ceils were stimulated with dopamine (108 M) and incubated in different
concentrations of antagonists. Intracellular cAMP levels are expressed as a percentage of the
value obtained with dopamine (100%) in the absence of antagonists. The values are the mean of
an experiment done in triplicate and are representative ofthree experiments. Data were analyzed
by a computer-assisted nonlinear an&ysis (GraphPad PRISM 3.0).
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Table 4.1- Comparison ofpotency of various agonists in activation of Apd01 receptor in transientty
transfected HEK 293 cefls.
Drug Specificity EC50 (nM)
Dopamine DA receptors 35
Serotonin 5-HT receptors 36 070
Octopamine OA receptors 3 430
R(+)-lisuride D2 receptors 3
Pergolide D1/D2 receptors 50
(±)-Chtoro-APB D1 receptors 66
(±)-Chloro-PB D1 receptors 205
(±)-7-OH-DPAT D3 receptors 169
Apomorphine DA receptors 552
Estirnated potencies are given as EC50 values in nanomolar concentrations and were determined by a
computer-assisted nonlinear curve analysis (GraphPad PRISM 3.0 computer program). EC50 values for
Apd0j receptor are expressed as the mean ofthree different deterrninations.
4.6 Pharmacological characterization of heterologously expressed
Apd01 receptor
To determine the pharmacological profile of Apd0J, membrane fractions of
transfected ceils were incubated in the presence of the radioligand [3H]L$D (N-methyl
3H]lysergic acid diethylamide) as done before with AmDOP1 (Blenau et al., 199$).
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Although high- affinity binding was measured, saturation was neyer obtained (flot
shown). To circumvent this problem, several synthetic dopamine agonists known to
activate vertebrate dopamine receptor subtypes were tested for their ability to modulate
cAMP levels. The rank order of potency (EC50) of these various agonists is listed in
Table 4.1. As expected, DA was the must potefit agonist for the receptor compared to
serotonin and octopamine. The pharmacological profile of Apd01 receptor is flot similar
to the one reported for mammalian Di-like receptor (Table 4.1).
Similarly, we tested the ability ofvarious dopaminergic antagonists to inhibit the
Apd0l-dependent stimulation of adenylyl cyclase in response to dopamine application.
Transfected and control celis were treated with 1 0 M dopamine (near the EC50 value of
35 nM and increasing concentrations of different antagonists. The capacity of these
compounds to inhibit 50% of the response was calculated. Flupentixol (a mixed D1/D2
dopamine receptor antagonist) and surprisingly methiothepin (a 5-HT receptor
antagonist) were the only compounds able to inhibit at least 85% of the cAMP increase
resulting from dopamine binding to the Apd01 receptor (f igure 4.6B). Spiperone (a
selective D2 dopamine antagonist), R(+)-SCH 23390 (a selective Dl antagonist) and
(+)-Butaclamol (a non specifïc dopamine receptor antagonist) did flot significantly
inhibit Apd0l-dependent cAMP production (Figure 4.6B). Altogether, these resuits show
that classical dopaminergic antagonists are not efficient at inhibiting Apu0i activation.
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4.4.7 Expression of the Apd0l receptor in Aplysia sensory neurons
To further characterize the receptor in a more physiological context, we studied
its distribution and physiological properties in cultured Aplysia sensory fleurons. To
detennine its distribution in the ceils, sensory neurons were microinjected with the
pNEX-3/Apd0I-eGFP cDNA. fixed and observed by confocal microscopy seventy-two
hours post injection. Ap0i receptor was expressed in these ceils and found both in the
ccli body (Figure 4.7A) and in neurites (Figure 4.73). As control, pNEX-eGFP was
randornly expressed in the nucleus and cytoplasm (Figure 4.7C). No fluorescence was
observed when the pNEX vector alone was injected (Figure 4.7D).
We then performed electrophysiological recording to study the effect of
dopamine on sensory fleurons that expressed the Apd01 receptor. Summary data are
presented in Table 4.2. As controls, sensory neurons were injected with plasmid coding
for eGFP. Uninjected celis and sensory neurons expressing eGFP responded as expected
to 5-HT application, by an increase in membrane excitability (Figure 4.$A). Aiso,
injection of pÏasmids coding for the octoparnine receptor Apoai from ApÏysia (generous
gifi from Dr. 3K Kaang, Seoul National University) (Chang et al., 2000) increased
membrane excitability following exposure to octopamine as reported (Figure 4.83)
(Chang et al., 2000). The Apoaï receptor, a G-coupIed octopamine receptor, efficiently
stimulated neuronal activity presumably afier activation of the adenylyl cyclase. These
results showed that injection and expression of a foreign protein does flot change the
electrophysiological properties ofthe celis.
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Figure 4.7- Expression of the Apd0I receptor in Aptysia sensory fleurons. Aplysia
sensory neurons were microinjected with either pNEX-3/Apu01-eGFP (A-B), pNEX
3/eGFP (C) or pNEX-3 (D) cDNA and visualized by confocal microscopy. Expression
ofthe Apdopl receptor was seen both in the celi body (A) and neurites (B). Scale bar in
A= 1O.tm;B’ 1Otm;C2Otm;D2Ojim.
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figure 4.8- Electrophysïotogical responses following agonist stimulatïon of
microinjected sensory fleurons. Membrane excitability of injected eGfP- (A, C, D),
Apoai-eGfP- (B) or Apd0l-eGFP- (E, F, G) expressing sensory neurons was tested in
the absence (upper curves) or presence (lower curves) of 5-HT (A), octopamine (OA)
(B) or dopamine (C, D, E, F). Application of 5-HT or octopamine increased membrane
excitability. In contrast, dopamine decreased membrane excitability in sensory neurons
even if the Apd01 receptor is expressed (D, E). This inhibition was overcome by
pertussis toxin (PTX) treatment (D, F), an inhibitor of Gi proteins. PTX action did not
affect ability to stimulate the adenylyl cyclase as demonstrated by treatment with
forskolin (fSK) (D). Traces are representative of several recordings (Table 4.2).
4.4 Resuits 170
Table 4.2- Summary data of electrophysiological responses.
Data sample Number ofspike before drug Drug Number of spike afler Number of
identification application drug application ceils
examined
SN-eGFP 1 spike 5-HT 8-13 spikes n 6
(A)
Apoa1-eGFP 1 spike OA 9-13 spikes n= 4
(B)
SN-eGFP 3-4 spikes DA 0-2 spikes n= S
(C)
SN-eGFP + PTX 1-2 spikes DA 0-2 spikes n= 4
(D) FSK 10-12 spikes
Apd0l-eGFP 3-4 spikes DA 0-1 spikes n= 7
(E)
Apd0l-eGFP + PTX I spike DA 9-11 spikes n $
(F)
Representative traces are presented in Figure 4.8. 5-HT: serotonin; DA: dopamine; OA: octopamine; fSK:
forskolin.
As expected, application of dopamine decreased membrane excitability (Figure
4.8C), confirming the hypothesis of a general dopamine inhibitory response in sensory
neurons (Ascher, 1972). Sensory neurons were incubated in the presence of pertussis
toxin (PTX; 50 ng/ml), a known G-protein inhibitor. In these conditions, the inhibitory
effect of DA was prevented indicating that endogenous DA receptors interact with a
PTX-sensitive G protein (figure 4.8D). Nevertheless, in these conditions, facilitation,
following cAMP increase, can stiil be triggered as observed after treatment with
forskolin (FSK; 20 1iM), showing that PTX did flot inhibit cyclase activity. When
injected with plasmid coding for the Apd01 receptor, sensory neurons stili showed an
inhibitory response following dopamine application at concentrations sufficient to
induce maximal response of the receptor (Figure 4.$D). This was unexpected since the
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receptor activates adenylyl cylase in HEK 293 cells and by consequence should increase
membrane excitability (Bernier et al., 1922). b test whether the inhibitory PTX
sensitive pathway masks the function of APdopl, pNEX-3/Apd0l-eGFP-injected sensory
neurons were cultured in the presence of PTX before application of DA. In these
conditions, DA induced an increase in membrane excitability (Figure 4.8f). In addition,
more current was necessary to induce spiking of the neuron, indicating that the mere
presence of the receptor changes the state of excitability of the neuron (Figure 4.8G).
The level of current necessary to induce spiking in neurons expressing the Apd01
receptor varied between 0.8 to 1.2 nA (n=7), and 0.25 to 0.4 nA in neurons flot
expressing Apd01 receptor (Figure 4.8A-D).
45 Discussion
The present study descrïbes for the first time the characterization of a dopamine
receptor in Aplysia caflfornica. The APdOP1 receptor is a Di-like dopamine receptor since
it stimulates adenylyl cyclase after binding of DA. The full-length nucleotide sequence
encodes a protein of 450 amino acids, which shows conserved features of GPCRs,
including the presence of seven predicted transmembrane domains, residues known to be
important for receptor activation and many potential post-translational modification sites
involved in mechanisms controlling receptor activity (Ng et al., 1994). However, the
Apd01 receptor lacks sequences previously described in mammalian Dl receptors
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(Bernak et aI., 2001; Vargas & von Zastrow, 2004) as being important for receptor
recycling and for export from the endoplasmic reticulum.
4.5.1 Pharmacologïcal properties of the Apd01 receptor
The rank order of potency of various agonists in regard to adenylyl cyclase
stimulation unequivocally establishes the Apu0i receptor in the family of dopamine
receptors. The pharmacological profile of APdOPI receptor is very similar to that of the
Apis mel1fera AmDOP1 receptor (Blenau et al., 199$), consistent with their close
sequence similarity. Pharmacological comparisons between Apd01 and vertebrate Dl
like receptors reveal important differences. The potency observed for the D2-like agonist
R(+)-Ïisurïde is higher than normally seen for Di-like receptors. $imilarly, whule the
SCH 23390 antagonist blocks activation of vertebrate Di-like receptors with nanomolar
affinity, it has no signfficant effect on the Apd0pl receptor. In contrast, flupentixol, a
mixed D1/D2 dopamine receptor antagonist, blocks cAMP production following
stimulation of the Apd01 receptor by DA. The efficacy of flupentixol to inhibit cyclase
activation by Dl -like receptor was mainly reported for invertebrate receptors (Gotzes et
al., 1994; Blenau et al., 1998; Sanyal et al., 2004). The fact that methiothepin, a
serotoninergic receptor antagonist, blocks Apu01 stimulation of adenylyl cyclase was
surprising. It nevertheless confirms the ability of Apd01 receptor to bind 5-HI and
potentially other serotoninergic compounds with relatively high efficacy.
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4.5.2 The Apd0J receptor displays constitutive activity
HEK 293 cells expressing Apu0i receptor contained higher levels of cAMP than
untransfected ceils. This resuit suggests that the Apd01 receptor exhibits agonist
independent activity. Constitutive activation of adenylyl cyclase by dopamine receptors
is flot unique (Tiberi & Caron, 1994). Other invertebrate DA receptor, AmDOPI from
Apis metlfera (Mustard et aI., 2003) and DOP-1 from Caenorhabditis etegans (Sanyal et
aI., 2004) possess strong constitutive activity. The physiological relevance ofthis unique
property of some DA receptors remains unclear. It is IikeÏy that sustained higli levels of
intracellular cAMP found in ceils expressing constitutively activated DA receptor have
significant impact on various physiological dopaminergic cascades. Constitutively active
receptosr may act as on/off switches by lowering the signal-to-noise ratio (Leflcowitz et
al., 1993). We have shown that flupentixol acts as an inverse agonist for Apd0j receptor,
as demonstrated for other invertebrate dopamine receptors (Mustard et aI., 2003; $anyal
et aI., 2004). It wiÏl be interesting to investigate whether this agonist-independent
activity of Apu01 receptor is regulated in Aplysia neurons, for example by an
endogenous inverse agonist. Such inverse agonists have yet to be identified for biogenic
amine receptors. Our preliminary data confirm that the Apdopt receptor, when expressed
in Aplysia sensory neurons, is also constitutively activated, because more current was
needed to induce spiking of these neurons. This finding indicates that merely the
presence of the receptor changes the state of excitability of the celi. This change could
be explained by an interaction between the Apd0pl receptor and an inward rectifier K
(IRK channel, or G protein activated channel GIRKs), activation of the channel leading
to membrane hyperpolarization and inhibition of Ca2-dependent action potentials
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(Gregerson et ai., 2001; Lavine et al., 2002; Sanyal et ai., 2004). The Apdopl receptor
does flot contain either of the characteristics of the sequence shown to
trigger
constitutive activity of D5 dopamine receptors (11e288 in the third intracelluÏar Ioop and
Gin439 in the C-tau) (Charpentier et ai., 1996; Iwasiow et al., 1999; Demchyshyn et al.,
2000; Jackson et al., 2000) are found in Apd01 receptor. It suggests that the structural
elements responsible for Apu0i constitutive activity are different from those found
in
vertebrate dopamine receptors. Interestingly, the AmDOP1 receptor from Apis m
eltfera
and the DOP-1 receptor from C. elegans do flot have the mammalian signature eit
her.
Sequence comparison between D1-like invertebrate receptors might give us some
dues
concerning potential motifs responsibie for this agonist-independent activity.
4.5.3 Potential physiological role of Apd01
The Aplysia feeding behavior bas proven to 5e valuable for the study of operant
conditioning. Increasing evidence in Aptysia indicates that neurons activate
d during
reward behavior constitute a convergence point for operant behavior and dop
amine
mediated reward (Brembs et al., 2002, Brembs, 2003). Sïnce Apu0 receptor is
expressed in the buccal ganglia, further investigation will be necessary to d
etennine if
this novel receptor is invoived in modulating activity of neurons receiving do
paminergic
inputs, in operant behavior and/or dopamine-mediated reward. Since DA is kn
own to be
crucial for modulating the reward-seeking behaviors in mammalian models
(Rankin,
2002), research on Aptysia dopaminergic system may provide key insights into
understanding the molecular mechanisms implicated in operant behavior and
reward.
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sDiscussion
La 5-HT est responsable de l’activation d’une cascade biochimique complexe qui
entraîne des événements moléculaires comme la phosphorylation, la transcription, la
traduction et la modification structurale de protéines durant les processus
d’apprentissage et de mémoire chez l’aplysie. Toutes ces modifications sont déclenchées
par la liaison de la 5-HT sur des récepteurs couplés aux protéines G. La nature de tous
ces récepteurs demeure pour l’instant une énigme qu’il faut résoudre. Pour identifier et
comprendre les mécanismes sérotoninergiques impliqués dans la modulation de la
plasticité synaptique chez l’aplysie, il faut caractériser les récepteurs impliqués. Par
exemple, le clonage d’un récepteur appelé SHTapAc est essentiel pour nous permettre
d’identifier les mécanismes moléculaires sous-jacents la facilitation synaptique. Par
conséquent, des efforts considérables ont été entrepris pour non seulement identifier ces
récepteurs mais également caractériser les mécanismes d’action de ces protéines. Ainsi,
nos travaux ont permis de caractériser le récepteur 5HTap2, mais également d’identifier
un récepteur dopaminergique (ApdoI) exprimé dans le SNC de l’aplysie.
5. 1 Clonage et caractérisation de RCPG chez I ‘aplysie 177
5.1 Clonage et caractérisation de RCPG chez l’aplysie
Notre laboratoire à ainsi donc entrepris de cloner de nouveaux récepteurs
à 5-HT exprimés dans le SNC de l’aplysie. À l’aide d’amorces dégénérées contenant les
séquences d’acides aminés conservés dans les domaines transmembranaires six et sept
chez tous les récepteurs à 5-HT connus, nous avons criblé par PCR une banque d’ADNc
du SNC pour identifier des fragments de nouveaux récepteurs sérotoninergiques.
L’utilisation de ces séquences comme amorces pour cloner de nouveaux ADNc par
similarité est une stratégie grandement utilisée (Li et al., 1995; Angers et al., 199$;
Chang et al., 2000) (Figure 5.1A). De cette manière, on obtient théoriquement un produit
de PCR hétérogène. Les motifs CWLPFF dans le sixième et le motif NPXXY (X étant
un acide aminé variable) dans le septième domaine transmembranaire sont conservées
chez les RCPG membres de la famille lA (Boess & Martin, 1994, Oliveira et al., 1994;
Bockaert & Pin, 1999). Suite à nos criblages, nous avons identifié quatre nouveaux
clones qui nous ont permis de reconstituer la séquence des deux récepteurs (S-HTap2 et
Apu01) présentés dans cet ouvrage (Figure 5.13).
5.1.1 Clonage et caractérisation du récepteur SHTap2
Nous avons cloné un fragment de 147 nucléotides qui suite à des comparaisons
de séquences, semblait représenté un nouveau récepteur à 5-HT (Figure 5.1B; récepteur
5HTap2). À l’aide d’oligonucléofides conçus à partir du fragment initial et d’amorces
provenant du phage 2GT10 contenant la banque d’ADNc, nous avons pu reconstituer
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A
TM VI TM VII
Api 1 LGIITGAFVVCWLPFfVVAVVKPMGTPCD---MSYVYSLfLWLGYVNSLINPIIY I FNPSF
ApIB1 TLTIITGTfLACWLPFFIINPIAA-EHL----ILECFMVTIWLGYFNSSVNPIIYTSNSKf
ApiB2 TLTIITGTfLACWLPfFIINPIEA-VbERL----ILECFMVTIWLGYSCPIITSNSKf
Lym TLAIITGAFLICWLPFfIIALIGPFVbPE-G---IPFARSFVLWLGYFNSLLNPIIYIIFSPEF
Drc2A TLAIITGAfVVCWLPFFVMALTMPLCA-C---QIDSVASLFLWLGYENSTLNFVIYIIFSPEF
Cro2B ‘TLAIITGAFVÇWLPFFV’4ALT4SLCKE-C---EI-ITAVASLFLWLGYFN5TLNPVIYflFNPEF
HumiA TLGIIMGTFILCWLPFFIVALVLPFCHSSCH---MTLLGAIINWLGYSNSLLNPVIYYFNKDF
Rat4 TLCVIMGCFCFCWAPFFVTNIVDPIDT VEïWTAfLWLGYINSGLNPFLYFLNKSF
Hurn7 TLGIIVGAFTVCWLPFFLLSTARPFICGï-SCSCILWVERTFLWLGYANSLINPFIYS fFNRDL
Conservés: L II GAFAVCWLPFF WLGY NS NPIIYTIFNRE
4
Amorce #i Amorce #2
B
5-HTap2 TLAIITGAFLICWLPFFIIALIGPFVER-N---IPIFARSFVLWLGYFNSLLNPIIiTIFSPEF
I I IApdopi : TLGV1TGVfLICWL?FFIINPIAAYDPTL IPHKVFVVVTWLGYANSCCNPIISIFNAEY
I t I
Clone 3 LVCWLPE’FCLNVLLGICiKSCV--YREVLFPVFTWLGYINSGMNPIi’TIFTPEP
I I IClone 4 VCWLPFfTLNIISAICCRYDPACNMPIYfSLFVWLGYINSFLKP’
figure 5.1 - Clonage de nouveaux récepteurs à 5-HT chez l’aplysie. (A) Alignement
des séquences des domaines transmembranaires six et sept de plusieurs récepteurs à 5-
HT identifiés. La position des régions transmembranaires (VI et VII) est représentée par
des boîtes pointillées. Les acides aminés conservés sont identifiés dans les encadrements
gris. La position des amorces dégénérées est représentée par une flèche. ApI, Aplysia;
Dro, Drosophila; Lym, Lymnaea; Hum, humain; Rat, rat. (B) Séquence des clones
obtenus lors de nos criblages, notamment les acides aminés correspondant aux
récepteurs 5HTap2 et Apdol.
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une séquence de 1876 paires de bases. Cet ADNc possède une région codante de 567
acides aminés, codant pour une protéine (5-HTap2) de 63 kDa (Barbas et al., 2002;
travaux rapportés dans le chapitre 2).
Nous avons clairement établi que le récepteur SHTap2 est capable d’inhiber la
stimulation de l’adénylate cyclase, et ce par une protéine G sensible à la toxine de
pertussis, confirmant les hypothèses avancées suite à l’analyse de la structure primaire.
Préalablement à la caractérisation pharmacologique, nous avions observé que la protéine
est 1) similaire par comparaison de séquences aux récepteurs de la famille 5-HT1; 2)
possède une longue troisième boucle intracellulaire et 3) une courte queue C-terminale
caractéristique des récepteurs inhibiteur de l’adénylate cyclase. Nous pouvons déjà
conclure que la technique utilisée pour cloner des récepteurs à 5-HT à l’aide d’amorces
provenant des domaines transmembranaires six et sept semble favoriser l’amplification
de récepteurs de type inhibiteur. Lors de nos criblages, la majorité des clones provenant
de l’amplification initiale avec les amorces dégénérées correspondaient aux récepteurs
5HTapi et SHTap2 (environ 90%). On peut supposer que l’ARNm de ces récepteurs est
extrêmement enrichi par rapport à celui des autres récepteurs potentiels, ce qui se
traduirait par une augmentation du nombre de matrices dans notre banque d’ADNc du
SNC.
Par conséquent, nous venions de cloner un second récepteur de la famille des 5-
HT1 exprimé dans le SNC de l’aplysie. Dans des conditions identiques, soient une
expression des protéines dans des cellules HEK 293, les récepteurs SHTapi et 5HTap2
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présentent des profils pharmacologiques différents. Il est particulièrement intéressant de
noter que la méthiothépine, un antagoniste non sélectif sérotoninergique grandement
utilisé chez l’aplysie pour inhiber les réponses sérotoninergiques, ne peut être utilisé
pour distinguer l’action de l’un de ces récepteurs par rapport à l’autre. De plus, la
méthiothépine est un antagoniste utilisé également pour inhiber l’activation d’un
récepteur couplé à G sérotoninergique dans le SNC de l’aplysie (Cohen et al., 2003).
Comme antagoniste, l’affinité pour la clozapine (antagoniste 5-HT2) est suffisamment
différente pour distinguer l’inhibition du récepteur 5-HTapi par rapport à celle du
récepteur 5HTap2 (56.63 nM pour le récepteur 5HTapi versus 2124 nM pour 5-HTap2).
De plus, le récepteur 5HTap possède un niveau d’affinité supérieur pour la 5-HT (13.23
nM) comparativement au récepteur 5HTap2 (241 nM). Cette différence d’affinité pour la
5-HT permettrait en quelque sorte une certaine flexibilité pour la cellule quant à la
régulation de la réponse sérotoninergique. Advenant le cas où l’inhibition doit être fine,
Fexpression du récepteur SHTapi semble plus plausible tandis que le récepteur 5-HTap2
pourrait soit inhiber cette réponse dans des cellules recevant une concentration
importante de 5-HT, ou une inhibition tardive suite à la relâche progressive de 5-HT
dans le temps. Par contre, il est important de noter que les niveaux d’affinité pour la 5-
HT de ces protéines concorde avec les niveaux endogènes mesurés par Marinesco &
Carew (2002).
Si on tente d’identifier à quel sous type de la famille 5-HT1 les récepteurs 5-
HTapl et 5HTap2 appartiennent, on observe que leurs profils pharmacologiques respectifs
possèdent des caractéristiques regroupant celles de plusieurs sous types, et même
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certains niveaux d’affinité pour quelques ligands que l’on attribue à des récepteurs de
type 5-HT7, activateur de l’adénylate cyclase. On doit donc conclure que selon leur
profil pharmacologique et par l’analyse phylogénétique, ces deux récepteurs possèdent
des caractéristiques similaires au gène ancestral primitif qui évolua éventuellement pour
donner naissance aux récepteurs 5-HT1,5,7. Ceci démontre que l’utilisation de ligands
synthétisés pour distinguer des récepteurs mammifères dans l’objectif d’associer des
récepteurs d’invertébrés à des sous types préalablement établis chez les mammifères
n’est pas une façon précise de distinguer ces protéines. Il faut plutôt comparer les profils
entre récepteurs similaires chez l’aplysie pour obtenir des données pharmacologiques
distinctives. Seule une telle analyse nous permettra de déterminer des agonistes et
antagonistes spécifiques à un seul récepteur et permettre la manipulation
pharmacologique des différentes voies de signalisation activées par la 5—HT dans les
neurones de l’aplysie.
Nous avons également montré que dans les cellules HEK 293 traitées à la toxine
de pertussis, ce qui inhibe l’action des protéines G1, le récepteur 5-HTap2 était capable
dans ces conditions de stimuler l’adénylate cyclase. Ce résultat indique donc que des
récepteurs caractérisés comme étant préférentiellement de type 5-HT1 peuvent
également stimuler l’adénylate cyclase. Par contre, nous ne pensons pas que le récepteur
SHTap2 est bel et bien le récepteur 5HTapAC tant convoité. Sa structure primaire et les
données pharmacologiques observées dans un système hétérologue indiquent que le rôle
principal de ce récepteur serait de bloquer l’activation de l’adénylate cyclase suite à une
relâche de 5-HT. De plus, la concentration de 5-HT nécessaire pour induire une
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activation de la cyclase dans ces conditions, de l’ordre du jtM, est beaucoup plus
importante que celle suffisante pour induire une inhibition de cette activité. De tels
niveaux de 5-HT dépassent largement les concentrations physiologiques observées par
Marinesco & Carew (2002). Cependant, nous pouvons envisager la possibilité que le
récepteur SHTap2 puisse venir agir comme récepteur de soutien pour provoquer une
augmentation de la concentration d’AMPc lorsque cet accroissement est essentiel et vital
pour la cellule.
5.1.2 Distribution de récepteurs à 5-HT couplés à Gu
II a été documenté que l’application de 5-HT provoque des réponses inhibitrices
chez l’aplysie (Jennings et al., 1981; Frost et al., 198$; fisher & Carew, 1993; Ram et
al., 1994; Xu et al., 1995; Storozhuk & Castellucci, 1999a,b; Bristol et al., 2001). La
liaison de la 5-HT à un récepteur couplé à G pourrait expliquer ces phénomènes. Pour
éventuellement pouvoir cibler l’action des récepteurs 5HTapi et 5HTap2 dans les
phénomènes de mémoire et d’apprentissage, il faut connaître leur distribution dans le
SNC de l’aplysie. Pour ce faire, nous avons décidé d’exploiter la sensibilité de
l’hybridation in situ pour pouvoir déterminer une cartographie de l’expression de ces
deux ARNm (Barbas et al., 2005a; travaux rapportés dans le chapitre 3). Étant donné
que l’anticorps dirigé contre le récepteur 5JITapi ne semble pas être efficace en
immunocytochimie, la détection de l’ARNm était devenue la seule technique possible.
Nous avons également utiliser la sensorine comme marqueur des neurones sensoriels
pour discriminer entre ce type de cellules nerveuses et les neurones moteurs ou les
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interneurones (Brunet et al.. 1991; Walters et al., 2004). La sensorine-A est un
nanopeptide (ARYRVGYMF-NH2) uniquement exprimés dans les neurones sensoriels
(Brunet et al., 1991; Walters et al., 2004). Par le fait même, nous confirmions les
résultats de Walters et al. (2004) concernant l’identification des cellules sensorines
positives dans le SNC de l’aplysie, seule étude détaillée publiée avant nos travaux. De
manière générale, on a observé la présence de l’ARNm pour ces deux récepteurs dans
tous les ganglions du SNC de l’aplysie. La sonde antisense correspondante au récepteur
5HTap2 nous donnait un signal plus intense que celle pour le récepteur 5HTapi et ce à
quantité égale. Ce résultat nous indique une expression potentielle plus forte du
récepteur )HTap2 dans le SNC, ce qui n’est pas surprenant puisque ce récepteur est
uniquement exprimé dans les ganglions de l’aplysie. Certaines cellules, surtout quelques
regroupements de cellules sensorielles, semblent posséder l’ARNm de ces deux
récepteurs. Une explication possible pour consolider le fait qu’un neurone puisse
posséder deux récepteurs de fonctions similaires est la capacité de ces récepteurs à être
exprimés dans l’axone ou les dendrites. Également, l’affinité pour la 5-HT et leur
diverses caractéristiques fonctionnelles (facilité à désensibiliser, stabilité à la surface,
interactions avec d’autres protéines) pourraient également être des facteurs pouvant
expliquer la présence de deux récepteurs de types 5-HT1 différents à la surface d’une
même cellule.
À l’exception des LE ne contenant aucun signal positif et des VC qui eux
n’expriment que le récepteur 5HTapi, toutes les autres grappes de cellules sensorielles
contiennent l’ARNrn de ces deux récepteurs. Fait intéressant, ce n’est pas tous les
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neurones sensoriels d’un même groupe qui possèdent l’un ou l’autre de ces ARNm, ce
qui va à l’encontre de l’homogénéité de ces cellules quant à la nature de la population de
protéines exprimées et ce même si la réponse à la 5-HT semble toujours constante. Ce
phénomène dhétérogénéité est également observé par la présence de l’ARNm du
récepteur S-HTap2 dans le neurone LPY (ou LPI1) du ganglion pleural gauche et son
absence dans le neurone R2 du ganglion abdominal. Dans la littérature, il avait été
rapporté que ces deux neurones étaient identiques selon leur taille, leurs propriétés
moléculaires et électrophysiologiques (Hughes & Tauc, 1963; Giller & Schwartz, 1971;
Kandel. 1976).
On a également observé la présence des ARNm pour les récepteurs 5-HTapi et 5-
HTap2 dans des neurones sérotoninergiques (cellules géantes MCC, cellules des
ganglions pédaux, cellules RB du ganglion abdominal). De plus, par cette étude de
localisation, nous avons confirmé uniquement la présence de l’ARNm de 5HTap2 dans
les cellules neuroendocriniennes du ganglion abdominal («bag celis»), préalablement
établie par RT-PCR (Barbas et al., 2002).
5.1.3 Clonage et caractérisation du récepteur Apd01
À partir de nos criblages par PCR d’une banque d’ADNc du SNC avec les
mêmes amorces dégénérées, nous avons complété le clonage d’un récepteur
dopaminergique (Figure 5.13). Nos travaux représentent la première identification d’un
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récepteur dopaminergique exprimé dans le SNC chez l’aplysie (Barbas et al., 2005b;
travaux rapportés dans le chapitre 4).
Rapidement après avoir déterminé la séquence codante complète du récepteur
APdopl, nous nous sommes aperçu que ce récepteur était dopaminergique mais plus
spécifiquement de la famille Dl, soit activateur de l’adénylate cyclase. L’analyse de la
séquence primaire permet de constater que cette protéine possède une courte troisième
boucle intracellulaire et une longue queue C-terminale, ce qui est retrouvé normalement
chez des récepteurs activateur de l’adénylate cyclase (Missale et al., 199$). L’analyse
phylogénétique confirma notre hypothèse puisque l’on retrouve Apd0J dans
l’embranchement des récepteurs de la famille Dl, activateur de l’adénylate cyclase.
ApdO1)1 semble particulièrement similaire au récepteur AmDOP1 d’Apis rneÏflfera
(Blenau et al., 199$). Par contre, on observe qu’Apd0I ne possède pas les séquences
importantes pour l’exportation de récepteurs nouvellement synthétisés du réticulum
endoplasmique (séquence à l’extrémité carboxy-terminale FxxxfxxxF d’interaction avec
la protéine DRiP78 où x est n’importent quel acide aminé) et pour le recyclage de ces
récepteurs à la membrane. Ce type de motifs a été particulièrement identifié pour les
récepteurs dopaminergiques mammifères de type Dl (Bermak et aI., 2001; Vargas &
von Zastrow, 2004). On ne retrouve que partiellement ces séquences dans les récepteurs
similaires clonés chez d’autres espèces d’invertébrés (Gotzes et al., 1994; Sugamori et
al., 1995; Blenau et al., 199$; Suo et al., 2002). On peut donc conclure que ces motifs
sont apparus uniquement chez les mammifères, donc que les récepteurs d’invertébrés
requièrent d’autres mécanismes régulant leur expression ou bien que les protéines
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accessoires impliquées dans ces mécanismes lient des séquences différentes chez les
récepteurs dinvertébrés.
L’analyse du profil pharmacologique du récepteur Apd0pl a également révélé que
Futilisation de ligands synthétisés pour distinguer des récepteurs mammifères dans
l’objectif d’associer des récepteurs d’invertébrés à des sous types préalablement établis
n’était pas chose facile. Par exemple, on constate une grande efficacité de la R(+)
lisuride, un agoniste D2 spécifique (donc de récepteurs couplés à G) à stimuler
l’adénylate cyclase suite à la liaison au récepteur Apd01. Comme pour les récepteurs à
DA identifiés chez d’autres espèces, il faut caractériser les RCPG d’invertébrés selon les
cascades de seconds messagers que ces protéines induisent et non pas sur les niveaux
d’affinité de certains ligands pour ces récepteurs.
Évidemment, nous avons déterminé que le récepteur Apd01 est capable d’activer
l’adénylate cyclase suite à la liaison de la DA en système hétérologue (EC50 de 35 nM).
De plus, le récepteur Apdopl peut également stimuler la cyclase suite à la liaison de la 5-
HT et de l’octopamine, mais ce à des concentrations plus élevées (de l’ordre du jiM).
L’octopamine (OA), une monoamine structurellement similaire à la noradrénaline, agit
comme neurohormone, comme molécule neuromodulatrice et comme neurotransmetteur
chez les invertébrés (Roeder. 1999). L’OA est présente à des concentrations relativement
élevées dans les tissus neuronaux et autres chez beaucoup d’invertébrés (Roeder, 1999).
Ce neitrotransmetteur peut donc potentiellement moduler plusieurs fonctions
physiologiques étudiées chez les invertébrés jusqu’à maintenant, dont la mémoire et
5.1 Clonage et caractérisation de RCPG chez 1 ‘aplysie 187
l’apprentissage. Chez l’abeille, l’injection d’OA ou d’agonistes octopaminergiques
facilite la formation de la mémoire (Menzel et al., 198$; 1990). Spécifiquement, on
retrouve des quantités non négligeables d’OA dans les ganglions d’aplysie (Saavedra et
aÏ., 1974). Le récepteur ApdO1 pourrait donc participer à la stimulation de l’adénylate
cyclase dans des neurones recevant des inputs octopaminergiques dans le SNC de
l’aplysie, et ce en synergie avec le récepteur Apoa1 (récepteur à OA exprimé dans le
SNC et capable de stimuler la cyclase chez l’aplysie; Chang et al., 2000).
Également, Apd0 pourrait participer à l’activation des réponses
sérotoninergiques dans le SNC de l’aplysie, si les concentrations relâchées de 5-HT
atteignent des niveaux supérieures à celles enregistrées par Marinesco & Carew (2002),
qui étaient de l’ordre de 100 à 200 nM. Par contre, il est important de mentionner que ce
récepteur est capable d’activer l’adénylate cyclase suite à des applications de 5-HT aux
concentrations utilisées pour induire la facilitation synaptique chez l’aplysie par
plusieurs scientifiques. Cohen et al. (2003) démontrèrent que dans le SNC d’aplysie,
l’ajout de 1 tM de 5-HT produit 50% de la réponse d’activation de la cyclase tandis que
25 jtM de 5-HT induit une réponse presque maximale. À ces concentrations de 5-HT, le
récepteur Apd0y est activé et provoque une augmentation de la concentration en AMPc
(EC50 pour la 5-HT est de 36 !IM). Nous pouvons donc conclure que par son expression
dans le SNC. le récepteur Apd0l pourrait participer à la modulation de la plasticité
synaptique par la 5-HT, surtout lors de relâche importante de 5-HT pour atteindre une
réponse maximale de l’adénylate cyclase. De plus, Cohen et al. (2003) démontrèrent que
non seulement la DA induit une activation de l’adénylate cyclase dans le SNC de
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l’aplysie (activation faible; application de 200.tM de DA), mais que la méthiothépine
bloquait efficacement cette induction. Nous avons démontré que la méthiothépine est
l’antagoniste le plus efficace pour inhiber l’activation du récepteur Apd01 et donc que ce
nouveau récepteur serait un excellent candidat pour expliquer les caractéristiques
pharmacologiques de l’activation de l’adénylate cyclase induite par la DA observées
dans le SNC de l’aplysie.
Le récepteur Apd0pI présente également une activité constitutive. Lors de
transfections transitoires dans des cellules HEK 293, l’expression unique du récepteur
était suffisante pour induire une augmentation agoniste indépendante de la concentration
d’AMPc. L’agoniste inverse flupentixol s’est avéré efficace pour inhiber cette activité
constitutive et ce de manière dose dépendante. Les récepteurs mammifères de type D5
possèdent une activité constitutive (Tiberi & Caron, 1994). Cette caractéristique de
favoriser la conformation active du récepteur proviendrait particulièrement d’acides
aminés retrouvés dans la troisième boucle intracellulaire et dans la queue C-terminale du
récepteur (Charpentier et al., 1996; Iwasiow et al., 1999; Demchyshyn et al., 2000;
Jackson et al., 2000). Si on compare la séquence du récepteur Apd0l dans ces portions à
celle des récepteurs D5 mammifères, on ne retrouve pas les acides aminés importants.
Par conséquent, nous pensons que d’autres motifs sont nécessaires pour stabiliser la
conformation active de ce récepteur. On retrouve également cette activité agoniste
indépendante pour d’autres récepteurs de type Dl invertébrés: le récepteur AmDOPY
d’Apis inelhfera (Mustard et al, 2003) ainsi que le récepteur DOP-l de C. elegans
(Sanyal et al., 2004). Le fiupentixol peut également être utilisé comme agoniste inverse
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pour ces deux récepteurs. Il semble donc que la capacité de certains récepteurs
dopaminergiques d’activer l’adénylate cyclase de manière constitutive soit une
caractéristique conservée chez plusieurs espèces et donc que cette activité constitutive
présenterait une importance fonctionnelle pour l’instant inconnue.
Par microinjection dans des neurones sensoriels, nous avons observé que
l’expression du récepteur Apd01 change l’état d’excitabilité du neurone, c’est-à-dire que
nous avons besoin de plus de courant pour induire des potentiels d’action dans le
neurone sensoriel. Cette augmentation du seuil d’excitabilité du neurone pourrait
sexpliquer par l’activation de canaux potassiques. Cette hypothèse repose sur le fait
qu’une hyperpolarisation de la cellule entraînerait une augmentation du seuil
d’excitabilité et que certains récepteurs Dl sont également capables d’interagir avec des
canaux potassiques. Il a été montré que le récepteur DOP-l de C. elegans facilitait
l’activation de canaux Kir3.2 et que cette activation nécessitait une protéine Ga (Sanyal
et al., 2004). Étant donné que nous ne connaissons pas l’identité moléculaire des canaux
potassiques activés par les protéines G chez l’aplysie, il nous est donc pour l’instant
difficile de démontrer cette hypothèse. L’inhibition de l’activité de ce type de canaux par
divers inhibiteurs spécifiques pourrait nous donner quelques indications quant à la nature
des canaux activés et éventuellement confirmer notre hypothèse. Nous avons pensé
utiliser le flupentixol pour inhiber l’activité constitutive du récepteur mais il s’avère que
cet agoniste inverse précipite dans les milieux utilisés pour la culture de neurones
d’aplysie. Il faudra établir si cette activité n’est pas le résultat d’une surexpression de la
protéine. Pour ce faire, il faudra déterminer, dans des neurones exprimant le récepteur
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Apd0J endogène, si effectivement ces cellules possèdent des seuils d’activité plus élevés
comparativement à dautres neurones similaires n’exprimant pas le récepteur Apd0I.
Nous avons également confirmé que le récepteur Apu0i est capable de stimuler
l’activité neuronale des SN d’aplysie suite à la liaison de la DA. Il est important de
mentionné que dans des conditions physiologiques, les neurones sensoriels VC du
ganglion pleural, lorsque mis en culture, répondent négativement à la DA. Si l’on induit
une activité neuronale, traduite par quelques potentiels d’action, l’ajout de DA supprime
cette stimulation et ce même si le récepteur Apd01 a été microinjecté dans ces neurones.
Ce résultat était surprenant puisque normalement l’activation d’un récepteur couplé à G
provoque l’augmentation de l’activité neuronale (Bemier et al., 1982). L’action
inhibitrice de la DA dans les neurones sensoriels d’aplysie a été documentée
préalablement et nous ne pouvons exclure pour l’instant que, dans les conditions
expérimentales utilisées, le récepteur Apd0pI soit capable de se coupler à Gai, du moins
dans les neurones sensoriels VC utilisés (Ascher, 1972). Par contre, si on traite ces
neurones à la toxine de pertussis, l’effet inhibiteur de la DA est renversé et que dans ces
conditions. on observe une stimulation de l’activité neuronale par le récepteur Apd01
suivant une liaison de la DA (voir chapitre 4; Figure 4.8).
Pour déterminer le profil d’expression du récepteur Apd01, nous avons été
confrontés au problème de détecter l’ARNm du récepteur. Par RT-PCR, nous n’avons
jamais observé la présence du transcrit dans aucun extrait d’ARN total et ce de divers
tissus. Cette absence de produits peut provenir de la faible abondance de l’ARNm du
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récepteur Apd0l. De plus, nous n’avons jamais détecté cet ARNm par hybridation in
sitït, confirmant le facteur limitant de la quantité de l’ARNm du récepteur. Évidemment,
cet ARNm est bel et bien présent, du moins dans le SNC puisque la banque d’ADNc
utilisée pour amplifier ce récepteur provient des ARNm du SNC. Ainsi donc, nous avons
produit un anticorps polyclonal contre la troisième boucle extracellulaire du récepteur
Apdopl. Le choix de la troisième boucle comme peptide cible est motivé par le fait que
nous pourrions utiliser cet anticorps comme antagoniste éventuel pour inhiber l’activité
du récepteur dans des cellules exprimant de manière endogène cette protéine (Guama et
al.. 2003). Par analyse de type Western sur des préparations membranaires de divers
tissus. nous avons observé une bande majeure à 100 kDA. Ainsi, nous avons conclu que
le récepteur Apd01 est principalement exprimé dans le SNC, la masse buccale, le coeur et
faiblement dans le rein et l’ovotestis d’aplysie. Nous avons également détecté
l’expression du récepteur Apd0] dans le ganglion buccal. Lors de l’immunoprécipitation
du récepteur Apd0I exprimé dans des cellules HEK 293, nous avions également détecté
des bandes suggérant la présence d’oligomères du récepteur Apd01. L’expression de la
protéine dans le coeur, le rein et l’ovotestis n’est pas surprenante puisque la DA a été
détectée dans tous ces tissus (Carpenter et al., 1971).
Nos travaux sur l’identification de nouveaux RCPG, exprimés dans le SNC de
l’aplysie, introduisent donc de nouvelles protéines potentiellement impliqués dans la
modulation de la plasticité synaptique chez l’aplysie (Tableau 5.1).
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Tableau 5.1- Caractéristiques des RCPG identifiés et exprimés dans le SNC de J’aplysie.
Récepteur Neurotransmetteur Second messager Référence
5HTapt 5-HT Inhibe l’adénylate cyclase Angers et al. (199$)
5HTap2 5-HT Inhibe l’adénylate cyclase Barbas et al. (2002)
Ap5-HT02 5-HT Stimule la PLC Li et al. (1995)
SHTapAC 5-HT Stimule l’adénylate cyclase Cohen et al. (2003)
Apd0pl Dopamine Stimule l’adénylate cyclase Barbas et al. (2005b)
Apoai Octopamine Stimule l’adénylate cyclase Chang et al. (2000)
5.2 Hypothèses sur les rôles physiologiques des récepteurs
identifiés
La caractérisation moléculaire, biochimique, pharmacologique et fonctionnelle
des récepteurs 5HTap2 et Apu0i nous permet à ce stade-ci d’envisager certaines
hypothèses quant à leurs rôles physiologiques dans le SNC et les cascades moléculaires
modulées par ces protéines. De plus, la cartographie de l’expression des récepteurs 5-
HTapI-ap2 représente une étude détaillée de la nature des neurones exprimant ces
récepteurs couplés à G. Par l’analyse de la localisation de l’expression de ces protéines,
on peut également entrevoir les fonctions physiologiques régulées par ces récepteurs de
types inhibiteurs de l’adénylate cyclase.
Voir note en bas de page p.5 1.
5.2 Hypothèses sur tes rôles physiologiques des récepteurs identifiés 193
5.2.1 Rôles physiologiques potentiels pour les récepteurs 5HTapj..ap2
La liaison de la 5-HT à des récepteurs couplés à G devrait normalement
interférer avec les cascades moléculaires dépendantes de l’AMPc (Figure 5.2).
L’expression des récepteurs SHTapi et 5HTap2 à la surface de neurones
sérotoninergiques suggèrent un rôle d’autorécepteur pour ces protéines. Ainsi, il
contrôlerait la relâche de 5-HT à la synapse par le même neurone en inhibant la cascade
AMPc dépendante produisant une synthèse de 5-HT. Normalement, comme documenté
précédemment, l’application de 5-HT entraîne une stimulation de l’activité neuronale de
tous les neurones sensoriels, excepté les RF. II n’est pas surprenant d’observer que les
récepteurs SHTapi et SHTap2 soient exprimés dans les neurones sensoriels RF du
ganglion abdominal. Suite à l’application de 5-HT au niveau des RF, on enregistre une
inhibition de l’activité neuronale de ces cellules faisant partie du circuit impliqué dans le
contrôle du réflexe de retrait du siphon (Storozhuk & Castellucci, l999b). Il faudra
confinner que l’inhibition de l’activité neuronale des RF par la 5-HT est induite par une
inhibition de l’activité de l’adénylate cyclase, suite à la liaison aux récepteurs 5HTapi et
5HTap2.
fait intéressant, l’expression de l’un ou l’autre de ces récepteurs n’était pas
homogène dans les grappes de cellules sensorielles, allant contre le dogme de
l’homogénéité des neurones sensoriels d’une même grappe. Par conséquent, nous
pensons que l’état d’excitabilité des neurones sensoriels varie selon la nature des
protéines exprimées à la surface de ces cellules. L’application de 5-HT entraîne
normalement une facilitation de ces multiples neurones sensoriels. Comme l’a démontré
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Figure 5.2- Représentation schématique des rôles potentiels des récepteurs a 5-HT dans la modulation des
propriétés neuronales chez l’aplysie. La synapse SN-MN impliquée dans les réflexes de retrait est utilisée comme
exemple. Après stimulation, les interneuroncs sérotoninergiques facilitateurs relâchent de la 5-HT qui va lier des
récepteurs (5-HTRCp(;). La réponse finale dans le circuit dépendra de la nature des récepteurs et des molécules de
signalisation exprimés dans chaque cellule. La liaison de la 5-HT à un récepteur couplé à G. stimule I’adénylate
cyclase (AC; cascade en rose). L’activation de l’AC augmente la concentration en AMPe et induit une activation de la
protéine kinase A (PKA; activation indiquée par pleine). Une fois activée, la PKA peut phosphoryler et modifier dc
manière eovatentc plusieurs cibles potentielles, incluant des composantes de la machinerie d’exocytose, pour
augmenter l’accessibilité et la relâche de neurotransmetteurs. Suite à une stimulation répétée, PKA peut recruter des
kinases régulées par des signaux extracellulaires (ERK, MAPK), et il y a transiocation au noyau où PKA phosphoryle
CREB (protéines liant les éléments de réponse à l’AMPc). La phosphorylation par les ERi( du répresseur CREB-2
inhibe sont action sur CREB-la. La phosphorylation de CREB-la induit la transcription dc gènes précoces et tardifs
essentiels à la croissance de nouvelles synapses et à la relâche soutenue de neurotransmetteurs. Les RCPG couplés à
G peuvent également activer les ERK par transactivation (cascade en bleue) des récepteurs aux tyrosines kinases ou
Trk (e.g., ApTrkl) ou par activation directe de ta cascade ERK. Pour inhiber la relâche de 5-HT des interneurones, les
RCPG couplés à G peuvent jouer le rôle d’autorécepteur présynaptique (inhibition indiquée par T)• Lorsque ces
récepteurs sont exprimés à la surface de neurones sensoriels, on s’attend à une inhibition de l’activité de la eyclase et
une réponse négative au niveau de la cascade en générale (cascade en rouge). Sous certaines conditions comme la
relâche soutenue de S-HT, les RCPG couplés à G, potinaient complémenter l’activation des ERK par transactivation
des Trk ou par activation directe des composantes de la cascade ERK. En plus des cascades de signalisation PKA
dépendante, la 5-HT peut également activer des cascades phospholipase C (PLC)-PKC dépendante (cascade beige).
Les RCPG couplés à G1 activent la PLC pour produire du diacylglveérol (DAG) et de l’inositol-1,4,5-triphosphatc
(IP). 1P3, soluble dans l’eau, diffuse dans le cytoplasme. Il lie des récepteurs sur le reticulum endoplasmique pour
provoquer la relâche de Ca2 des réserves internes. DAG reste à la membrane pour activer la protéine kinase C (PKC).
Les RCPG couplés à G1 sont également capables d’activer les ERK. Pour simplifier le schéma, on n’a pas représenté
les ERK potentiellement activées. La relâche de neurotransmetteurs peut également dépendre de d’autres facteurs
(e.g., PKC, Ca2; flèches grises). Les interactions spéculatives sont représentées par un trait pointillé t- - -). Figure
adaptée de Barbas et al. (2003).
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Pineda et al. (2004), il semble essentiel de maintenir un équilibre au niveau de la
concentration en AMPc pour établir la mémoire. La présence des récepteurs S-HTapi et
5HTap2 dans les cellules sensorielles supportent l’hypothèse qu’il faut des molécules
stimulatrices et inhibitrices de l’adénylate cyclase pour maintenir une signalisation
optimale dépendante de la concentration en AMPc. La contrainte inhibitrice est
essentielle pour maintenir la spécificité synaptique de la plasticité neuronale observée
durant la mémoire (Mansuy, 2004). De plus, l’expression de ces récepteurs à la surface
de neurones sensoriels permettrait une réponse inhibitrice sur l’activité neuronale de ces
cellules, induite par une relâche de 5-HT qui est généralement attribuée aux voies
polysynaptiques et impliquant des intemeurones (Barbas et al., 2003).
Nous avons confirmé par hybridation in situ l’expression du récepteur 5HTap2
dans les «bag ceils». Ces cellules reçoivent des projections sérotoninergiques provenant
des ganglions cérébraux et du ganglion abdominal (McPherson & Blankenship, 1991).
Normalement, on observe une inhibition de l’activité neuronale soutenue de ces cellules
durant la ponte des oeufs suite à l’application de 5-HT. Les concentrations nécessaires
pour induire cette inhibition par la 5-HT, également par l’agoniste 5-CT, respectent les
niveaux d’affinité observés du récepteur 5HTap2 pour ces ligands. Cette réponse est
renversée par l’ajout de méthiothépine. Par conséquent, à cause de la présence de
l’ARNm et des concentrations nécessaires d’agonistes (5-HT et 5-CT) pour induire cette
inhibition de Factivité soutenue, on peut spéculer que le récepteur 5HTap2 est
normalement présent dans ces cellules neuroendocriniennes pour conserver le niveau
d’AMPc bas et éviter que la décharge de ces neurones ne soit déclenchée inopinément
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dans des périodes en dehors de celles où l’on constate une ponte des oeufs. Une
hypothèse également postulée est que les voies sérotoninergiques, qui sont grandement
impliquées dans la modulation des circuits sensoriels de l’animal, empêchent l’aplysie
de pondre des oeufs lorsque l’animal est vulnérable, durant un danger potentiel. Ainsi, on
observerait également un mécanisme de défense dont la réponse serait modifiée par la
relâche de 5-HT. Par contre, personne n’a démontré pour l’instant que la 5-HT induit bel
et bien une diminution de la concentration en AMPc dans ces cellules
neuroendocriniennes.
5.2.2 Activation de cascades moléculaires par les récepteurs SHTapI..ap2
Plusieurs récepteurs liant divers neurotransmetteurs peuvent également moduler
l’activation de canaux ioniques par les protéines G. Les mécanismes impliqués dans
cette activation sont mieux caractérisés pour les RCPG couplés à G. Le récepteur 5-
HuA mammifère active spécifiquement des canaux induisant un courant entrant
rectificateur de K dans les neurones (Ehrengntber et al., 1997), ou inhibe des canaux
Ca2 voltage dépendants (Lembo et al., 1997). Chez l’aplysie, il a été montré que la 5-
HT module la réponse des canaux K et Ca2 (Klein & Kandel, 1980; Siegelbaum et al.,
1982, Benson & Levitan, 1983; Shuster et al., 1991; Braha et al., 1993; Sugita et al.,
1994). Cette régulation semble être dépendante de l’activation de PKA et/ou PKC.
Malgré ces observations, il est également probable que les récepteurs 5HTaplap2
puissent moduler directement des canaux ioniques, comme chez les mammifères,
indépendamment de l’activation d’effecteurs en aval de son activation, et donc être
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impliqués dans ces mécanismes de modulation de la régulation de la transmission
synaptique qui se produit durant la modification de comportements chez l’aplysie.
Les RCPG ont longtemps été considérés comme des molécules activant des
cascades parallèles dépendamment de la nature du couplage aux protéines G. De plus en
plus d’évidences dans la littérature suggèrent que ces cascades ne sont pas
indépendantes l’une de l’autre et qu’il existe plusieurs points d’interaction entre
récepteurs et protéines, donc plusieurs niveaux de chevauchement entre ces cascades
(figure 5.2). Chez l’aplysie, on observe une activation des MAPK (ou ERK) durant la
plasticité synaptique à long terme (Martin et al., l997b; Zhang et al., 1997). Purceil et al.
(2003) observèrent que l’activité tyrosine kinase est essentielle à l’induction de la
facilitation à long terme par la 5-HT dans la synapse SN-MN et durant la sensibilisation
à long terme induite par un choc sur la queue. De plus, Ormond et al. (2004)
démontrèrent que la 5-HT active ApTrkl, un récepteur à tyrosine kinase (RTK). qui à
son tour active la voie des ERK. L’inhibition de l’activation de ApTrkl avec un
inhibiteur des récepteurs à tyrosine kinase ou en utilisant de l’ARN double brin (ARN
interférence) contre ApTrkl bloque l’activation des ERK par la 5-HT appliquée au corps
cellulaire et inhibe la facilitation dans le neurone en entier, soit à toutes les synapses.
Ainsi. la 5-HT semble induire l’activation de RTK dans les neurones sensoriels de
Faplysie, comme l’avait suggéré Barbas et al. (2003) (figure 5.2). Jusqu’à tout
récemment, on pensait que l’activation des RCPG et des RTK par des messagers
extracellulaires était indépendante. De plus en plus d’évidences démontrent qu’ils
existent des interactions complexes entre ces protéines, c’est-à-dire une transactivation
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des RTK par les RCPG (Linseman et al., 1995; Luttreli et al., 1997; Eguchi et al., 1998;
Herrlieh et al., 1998). Par conséquent, la convergence entre les RCPG et les RTK permet
une intégration des signaux extracellulaires sur la cascade des MAPK. D’autres
mécanismes impliquant une interaction entre la f3-arrestine et les composantes de la
cascade ERK suite à l’activation des RCPG et leur désensibilisation, peuvent également
être impliqués (Lowes et al., 2002; Luttrell, 2002). Gutkind (1998) publia un article
répertoriant la contribution de plusieurs sous unités Ga (Gag, Ga et GŒq) et Gf3’y dans
l’activation des voies MAPK. Il est donc devenu apparent que les RCPG peuvent activer
les ERK via plusieurs effecteurs intracellulaires (PKA, PKC, Ca2, phosphatidylinositol
3-kinase ou PI3K) ou via les protéines Ga et Gf3y. À la lumière de ces résultats
répertoriés dans la littérature, il est tentant de suggérer que l’une des manières
d’accroître l’intensité et de maintenir la formation de la mémoire chez l’aplysie est à
travers l’activation des MAPK par la 5-HT suite à la liaison de ce neurotransmetteur à de
multiples RCPG sérotoninergiques exprimés à la surface cellulaire (figure 5.2). Ainsi,
suite à une relâche suffisante de 5-HT pour induire une facilitation à long terme, il y
aurait liaison et activation des récepteurs 5HTap2 et potentiellement de d’autres
récepteurs à 5-HT exprimés à la surface du même neurone (SHTapi, SHTapAc, Ap5-
HTB2), ce qui provoquerait l’activation des cascades biochimiques convergentes vers
l’activation des MAPK, étape limitante pour l’induction de la plasticité synaptique à
long terme.
Également, la facilitation synaptique induite par une longue exposition à la 5-HT
requiert une activation des voies PKA dépendantes à court et long terme et une
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stimulation des voies PKC dépendantes à long terme (Braha et al., 1990; Hochner &
Kandel, 1992; Sugita et al., 1992). En plus de l’activation des voies MAPK, il y a donc
une contrainte PKC dépendante durant la facilitation à long terme et possiblement une
inhibition ou une atténuation de l’importance des voies PKA dépendantes. Sugita et al.
(1997) montrèrent que l’activation de PKC par le phorbol ester atténue spécifiquement
certains aspects de l’activation par la 5-HT de la cascade AMPc/PKA. Nous proposons
donc que l’activation de récepteurs comme SHTap2, couplés à Gai, et de récepteurs
couplés à Gaq, comme le récepteur Ap5-HTB2, peut contribuer également à la diminution
de l’efficacité de signalisation de la cascade AMPc/PKA et à l’augmentation des
réponses PKC dépendantes.
Tous ces mécanismes d’action impliquent donc des interactions entre voies de
signalisation. Un concept émergeant de plus en plus dans la littérature est l’interaction
possible entre divers RCPG au niveau des récepteurs mêmes et de la diversité de
signalisation de ce type de protéines. Il a été démontré que la phosphorylation par PKA
de certains RCPG changeait leur affinité pour certaines protéines G, donc modifiait leur
couplage à certains seconds messagers. Par exemple, suite à la phosphorylation du
récepteur Ç32-adrénergique, cette protéine change son couplage de GŒ à Gcc (Daaka et
al., 1997; Zamah et al., 2002). Nous avons démontré que le récepteur 5HTap2 était
capable de se coupler à G et G (Barbas et al., 2002). Il faudra déterminer si cette
capacité de couplage multiple du récepteur SHTap2 est retrouvée dans des conditions
natives et déterminer si ce changement de couplage et d’activation de voies de
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signalisation est modulé par l’état de phosphorylation du récepteur puisque celui-ci
possède des sites potentiels de phosphorylation.
L’hétérodimérisation des RCPG ouvre également la porte à une multitude de
possibilité quant à la diversité des profils pharmacologiques engendrés (pour une revue
de la littérature, voir Bouvier, 2001; Angers et al., 2002). Les récepteurs à 5-HT sont
capables de former des homodimères lorsque exprimés seuls ou des hétérodimères
lorsque co-exprimés (Xie et al., 1999; Lee et al., 2000b). Cette possibilité d’association
entre divers récepteurs à 5-HT entre eux et avec d’autres types de récepteurs exprimés
dans les mêmes cellules (par exemple des récepteurs à DA) suggère la présence
d’interactions non seulement au niveau des divers seconds messagers, mais également
au niveau des récepteurs impliqués dans la modulation de la mémoire et de
l’apprentissage. Pour l’instant, nous pouvons seulement affirmer que le récepteur 5-
HTap2 semble être capable d’homodimériser et possiblement d’oligodimériser lorsque
exprimé dans des cellules HEK 293. Il sera donc intéressant d’observer la capacité de ce
récepteur à interagir avec d’autres RCPG et comprendre sa diversité de fonctions induite
par l’hétérodimérisation dans la modulation de la mémoire et de l’apprentissage chez
l’aplysie.
5.2.3 Rôles physiologiques potentiels du récepteur ApdOI
Par son expression dans le SNC d’aplysie, le récepteur Apd01 représente donc un
candidat intéressant pour la modulation des réflexes de défense. Quelques neurones,
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dont LP Ï et R2, furent identifiés sous la base de leurs réponses excitatrices observées
suivant l’application de DA. Le récepteur Apd01 pourrait donc être impliqué dans ces
cellules lors de la stimulation de l’adénylate cyclase par la DA. Un autre comportement
physiologique intéressant est la prévention de l’habituation de la branchie par la
dopamine. Étant donné son expression dans le SNC. l’activation du récepteur Apd01
pourrait permettre de maintenir une activité suffisante des neurones projetant vers la
branchie, provenant notamment du ganglion abdominal, pour inhiber l’habituation du
retrait de la branchie. Par exemple, le récepteur Apd01 pourrait permettre l’augmentation
de l’efficacité de la transmission synaptique du neurone moteur L7 vers la branchie
(Ruben & Lukowiak, 1983). Comme nous n’avons pas détecté la protéine dans la
branchie, le récepteur Apd01 ne serait pas impliqué dans l’activation de la cyclase par la
DA dans cet organe, qui normalement entraîne une contraction de ce tissu. Évidemment,
il faudra déterminer spécifiquement la localisation de l’expression du récepteur Ap01
pour éventuellement vérifier ces hypothèses.
Sur des extraits de membranes plasmiques, nous avons détecté la protéine dans le
ganglion buccal. De plus, par immunocytochimie, des collaborateurs ont non seulement
montré que le récepteur Apu01 est bel et bien exprimé dans les ganglions buccaux,
particulièrement au niveau de la neuropile (Figure 5.3; travaux du Dr.Habib Mohamed
dans le laboratoir du Dr.John H. Byrne, W. M. Keck Center for the Neurobiology of
Learning and Memory, Department of Neurobiology and Anatomy, The University of
Texas Medical School at Houston, Houston. Texas), mais également dans le neurone
351. Par conséquent, nous pensons que le récepteur Apd0l serait impliqué dans la
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Figure 5.3- Expression du récepteur AP(Iopl dans la neuropile des ganglions buccaux
de l’aplysie. Immunocytochimie à l’aide de l’anticorps anti-Apd01 sur des coupes d’un
ganglion buccal. Forte expression du récepteur au niveau de la neuropile, suggérant une
localisation préférentielle au niveau des axones. Travaux effectués par le Dr.Habib
Mohamed dans le laboratoire du Dr. John H. Byme (W. M. Keck Center for the
Neurobiology of Learning and Memory, Department of Neurobiology and Anatomy,
The University ofTexas Medical School at Houston, Houston, Texas).
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modulation du conditionnement instrumental au niveau du neurone B51. La
caractérisation de cette protéine nous permettra d’explorer le rôle de la DA comme
signal de renforcement général, notamment pour le passage de la mémoire court terme à
long terme.
5.3 Perspectives
Le travail accompli et présenté dans cet ouvrage nous a permis d’identifier de
nouveaux récepteurs et débuter leur caractérisation moléculaire, pharmacologique et
physiologique. Plusieurs facettes des récepteurs identifiés jusqu’à maintenant restent à
être étudiées. Les sections suivantes proposent une série d’expériences qui se résume en
ces points
I) Clonage du récepteur 5HTapAc
2) Caractérisation physiologique des neurones 5HTaplap2 et ApdoI positifs
3) Inhibition de l’expression de ces récepteurs dans le $NC
4) Participation au projet de séquençage du génome de l’aplysie.
5.3.1 Clonage de récepteurs à 5-HT couplés positivement à I’adénylate
cyclase
L’objectif initial de ce projet de doctorat était de poursuivre le criblage de la
banque d’ADNc du SNC d’aplysie dans le but de cloner un récepteur à 5-HT couplé à
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G5. Évidemment, tel que documenté précédemment, il semble que l’amplification par
PCR avec les oligonucléotides utilisés favorisent l’identification de récepteurs à 5-HT
couplés à G. Il reste que pour comprendre le rôle de la 5-HT dans la modulation de la
plasticité synaptique, l’identification de ce type de récepteur activateur de l’adénylate
cyclase reste une priorité. Grâce au clonage des récepteurs SHTapi, SHTap2 et Apd0I,
nous pouvons éliminer ces séquences lors de nos criblages et se concentrer sur de
nouveaux clones. De plus, nous pourrions également effectuer nos amplifications à partir
de cellules où nous observons que la 5-HT active l’adénylate cyclase et augmente la
concentration de l’AMPc. Nous suggérons par exemple les cellules sensorielles du
ganglion pleural (les VC) qui par l’identification facile, le nombre important de neurones
et leur accessibilité en font des candidates intéressantes. Il suffirait de reverse transcrire
l’ARNm de ces cellules et ensuite d’utiliser nos amorces pour amplifier tous les
récepteurs à 5-HT contenus dans ces cellules. Une fois les produits de PCR clonés, nous
pourrions éliminer les clones correspondants aux récepteurs déjà identifiés, par
buvardage de type Southem, pour se concentrer uniquement sur les nouvelles cibles. Il
reste que cette approche n’est pas garante de succès et il faudra attendre le séquençage
du génome de l’aplysie pour obtenir des clones rapidement.
5.3.2 Caractérisation des cellules SHTapi, SHTap2 et ApdOI positives
Le clonage du récepteur 5HTap2 et la cartographie d’expression des récepteurs 5-
IlIap1 et 5HTap2 permettent de nous attaquer maintenant aux rôles physiologiques de ces
deux protéines. L’une des premières étapes est tout simplement d’effectuer des
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enregistrements électrophysiologiques pour déterminer dans des cellules exprimant ces
protéines les effets produis par la 5-HT sur l’état d’excitabilité de ces cellules. Il sera
également important de déterminer en parallèle, dans des neurones d’aplysie
microinjectés avec des vecteurs permettant l’expression des récepteurs SHTapi et 5-
HTap2, si les profils pharmacologiques observés en système hétérologue correspondent
avec ce qu’on aura noté dans des conditions physiologiques. Il est connu que les
conditions ioniques des sels utilisés pour constituer les milieux de culture de cellules
d’aplysie affectent la liaison de certains ligands pour les divers récepteurs, le plus
souvent en diminuant leur efficacité (Cohen et al., 2003). De plus, certaines de ces
drogues ne peuvent être manipulées dans ces conditions puisqu’elles précipitent
rapidement. Il faudra donc déterminer comment les données pharmacologiques obtenues
dans des milieux de faibles forces ioniques reflètent l’efficacité des ligands
sérotoninergiques dans des conditions de grandes forces ioniques des milieux salins
physiologiques de l’aplysie.
Pour le récepteur Apd01, il faudra déterminer sa localisation par
immunocytochirnie puisque la localisation de l’ARNm, soit par RT-PCR ou par
hybridation in situ, semble pour l’instant impossible. Cette cartographie sera cruciale
pour éventuellement pouvoir identifier ses rôles physiologiques. De plus il sera
intéressant d’observer la présence de ce récepteur dans des neurones particuliers du
SNC, comme R2 et LP 1, pour pouvoir déterminer si ce récepteur est impliqué dans la
modulation de la mémoire et l’apprentissage chez l’aplysie.
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5.3.3 Inhibition de l’expression des RCPG clonés chez l’aplysie
Jusqu’à maintenant, nous ne pouvons qu’avancer des hypothèses quant à la
fonction des récepteurs clonés chez l’apÏysie. Nous ne possédons aucune indication
directe concernant leurs rôles physiologiques ainsi que les cascades moléculaires
activées par ces protéines. L’une des approches traditionnelles pour résoudre ces
questions est l’invalidation de gène. Ainsi, en éliminant l’expression d’une protéine, on
arrive à obtenir de l’information quant à ses fonctions physiologiques dans un contexte
endogène. L’un des problèmes majeurs chez l’aplysie est la difficulté d’obtenir des
mollusques déficients pour certains gènes en utilisant les techniques traditionnelles
comme la recombinaison homologue. Cette difficulté provient de l’aspect polyploïde des
noyaux (Kandel, 1979). Par conséquent, il serait difficile d’invalider toutes les copies du
gène ciblé. Les chercheurs utilisant l’aplysie comme modèle d’étude se sont plutôt
tourner vers l’utilisation d’oligonucléotides antisenses pour inhiber l’expression de
protéines. La grande perméabilité des neurones d’aplysie à ce type de molécules permet
par exemple simplement de mettre les cellules en culture dans un milieu contenant les
oligonucléotides antisenses pour que ceux-ci pénètrent dans les cellules (Martin et al.,
1995). La capacité de microinjecter facilement les neurones permet également
d’invalider des gènes de cellules spécifiques dans un contexte où le circuit neuronal est
maintenu directement dans un ganglion en culture. Par contre, de plus en plus de
scientifiques utilisent des fragments d’ARN double-brin (ARNdb), technique appelée
ARN interférence, pour venir interférer avec l’expression d’un gène. Cette technique
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s’avère moins coûteuse et permet la dégradation de tous les messagers contenant la
séquence ciblée. L’interférence par l’ARN (ARNi) est un processus post
transcriptionnel, déclenché par l’introduction d’ARN double-brin, qui mène à
l’inactivation ou l’invalidation d’un gène de manière séquence spécifique. L’ARNi est un
phénomène naturel qui a été décrit dans divers organismes tels que les nématodes, les
trypanosomes, les plantes et les champignons (Carthew, 2001). Il sert probablement à
protéger ces organismes des virus, à moduler l’activité des transposons et à éliminer des
produits de transcription aberrants. Plus spécifiquement, des études sur le nématode
Caenorhabditis elegans ont permis de mettre en évidence le phénomène d’ARNi par
l’introduction d’ARNdb dans les cellules du ver, ce qui réduisait spécifiquement
l’expression de protéines (Fire et al., 199$). L’ARNi est l’une des découvertes les plus
excitantes de cette décade en génomique fonctionnelle. Cette approche est en train de
devenir rapidement une méthode de premier plan pour analyser la fonction des gènes
chez les eucaryotes.
De plus en plus de chercheurs utilisent des fragments d’ARNdb pour invalider
des gènes chez l’aplysie (Lee et al., 2001; Ormond et al., 2004). Lee et al. (2001)
démontrèrent que l’efficacité d’inhibition est plus grande en utilisant des fragments
d’ARNdb qu’en utilisant un oligonucléotide antisense classique sur des neurones
d’aplysie en culture. Par conséquent, on peut envisager l’utilisation d’ARNi pour inhiber
l’expression des divers récepteurs sérotoninergiques (5HTapi, 5HTap2 et Ap5-HT82) et
du récepteur Apd0j dans le SNC d’aplysie pour déterminer non seulement leur
contribution à des phénomènes comme la plasticité synaptique, mais également
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identifier les cascades moléculaires activées par ces protéines. L’une des techniques
possibles, en plus de la microinjection, serait de faire baigner les neurones ciblés en
culture dans un milieu contenant les ARNdb choisis et de déterminer si, comme les
antisenses, ceux-ci pénètrent dans les cellules. De plus, nous pourrions déterminer si des
petits fragments d’ARNdb fluorescents pourraient diffuser dans le SNC en injectant
ceux-ci directement dans les connectifs ou divers nerfs reliant les ganglions.
Évidemment, concernant les récepteurs SHTapi et 5-HTap2, maintenant que l’on connaît
les neurones exprimant ces récepteurs, il est plus facile d’envisager ce type d’études et
de combiner ces expériences d’ARNi avec des enregistrements électrophysiologiques.
Étant donné que nous possédons des résultats préliminaires concernant
l’expression du récepteur Apd0pl dans le neurone B51 des ganglions buccaux (Figure
5.4), il devient une priorité de tenter d’invalider l’expression de cette protéine par ARNi
pour tenter de déterminer le rôle de ce récepteur dans cette cellule. Une alternative
méthodologique serait également d’utiliser l’anticorps anti-Apd01 comme peptide
antagoniste pour inhiber son activation. Nous savons que le conditionnement classique
entraîne une augmentation du seuil d’excitabilité de 351 (Lorenzetti et al., 2004) et que
dans le cas du conditionnement instrumental, on observe le phénomène inverse (Brembs
et al., 2002; Brembs, 2003). Le neurone B51 devient donc une cellule sur laquelle on
peut comparer directement la différence entre les mécanismes responsables du
conditionnement classique et instrumental, mécanismes dépendants de la DA. Ainsi, le
récepteur Apd0pI pourrait moduler ces types de mémoire associative de manières
différentes pour en conférer les propriétés particulières.
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Figure 5.4- Localisation du neurone 351 dans le ganglion buccal. (A) Représentation
schématique d’un ganglion buccal. La position des neurones et de nerfs est indiquée.
Illustration inspirée de Plummer & Kirk (1990). (B) Reconstruction des projections des
neurones 351 (corps cellulaires en noir indiqués par les flèches) de chaque ganglion
buccal. En gris pâle, on remarque la présence de projections de neurones faisant contact
avec 351. Image adaptée de Evans & Cropper (199$).
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dorsal
5.3 Perspectives 210
5.3.4 Séquençage du génome de l’aplysie
L’avenir quant à l’utilisation de l’aplysie comme modèle d’étude sur la plasticité
synaptique réside dans le séquençage du génome de cet invertébré. Ce projet
d’envergure est en ce moment en cours (Moroz et al., 2004). Jusqu’à maintenant,
l’élément limitant quant à l’utilisation de cet invertébré pour des études moléculaires est
le manque d’information génomique. Ce consortium a pour l’instant séquencé 200 000
EST, soit environ 60 000 séquences uniques. Ils ont noté environ 4900 gènes avec des
orthologues connus chez d’autres organismes. Ce projet permettra non seulement
d’établir l’aplysie comme modèle d’étude cellulaire neurogénomique mais également
d’accélérer le processus d’élucidation des cascades moléculaires impliquées dans la
modulation de la mémoire et de l’apprentissage. Nous pourrons par la suite passer à des
travaux de protéomiques d’envergure ce qui nous permettra de travailler avec une
grande quantité de gènes simultanément. De plus, nous posséderons un outil essentiel
nous permettant non seulement l’utilisation d’outils bioinformatiques d’analyse de
séquences, mais également nous pourrons ainsi consulter cette base de données future
pour connaître la structure primaire de protéines cibles. Nous n’aurons plus a criblé des
banques d’ADNc. cloner des transcrits par RT-PCR ou directement du génomique, pour
identifier de nouveaux récepteurs impliqués dans la mémoire. Ainsi, la faible abondance
de certains ARNm ne sera plus un problème pour identifier les RCPG d’intérêt. Pour
l’instant, nous pourrions vérifier si les séquences des récepteurs à 5-HT et DA connues
jusqu’à maintenant se retrouvent bel et bien dans les 4900 gènes identifiés. De plus,
nous pourrions chercher parmi ces 4900 gènes des séquences similaires pour tenter
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d’identifier des gènes candidats codant potentiellement pour de nouveaux RCPG
sérotoninergiques et dopaminergiques.
Nous n’avons pas compléter la caractérisation moléculaire des clone 3 et 4 de
notre criblage initial (Figure 5.13). Pour l’instant, par comparaison de la séquence
connue pour ces deux clones avec celle des récepteurs à 5-HT identifiés dans la
littérature, il semble que ces clones soient similaires aux récepteurs 5-HT15, soit des
récepteurs de type inhibiteur de l’adénylate cyclase. Il serait intéressant d’analyser si,
dans les 4900 gènes identifiés, ces deux fragments n’y sont pas présents et ainsi
compléter leur séquence pour pouvoir en analyser leur structure primaire. La taille de la
troisième boucle intracellulaire et de la queue C-terminal sont des éléments qui
pourraient nous indiquer la nature du couplage à une protéine G de ces deux récepteurs
potentiels.
5.4 Conclusions
L’étude du fonctionnement du cerveau est toujours aujourd’hui un sujet de
recherche qui fascine un grand nombre de scientifiques. La capacité des animaux à
modifier leurs comportements suivant un processus d’apprentissage, capacité atteignant
son paroxysme chez l’être humain, est l’un des aspects les plus remarquables du
fonctionnement du cerveau. La recherche en neuroscience commence à apporter des
éléments de réponse sur le fonctionnement des mécanismes de stockage de l’information
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des différents types de mémoire. L’utilisation des invertébrés pour comprendre les
mécanismes cellulaires et moléculaires de la mémoire a grandement contribué à
l’avancement de nos connaissances. Ces recherches montrent que les mécanismes
moléculaires de base opérant dans le cerveau des mammifères pour modifier l’efficacité
synaptique sont très similaires à ceux qui sont responsables de la formation de la
mémoire chez les invertébrés. L’utilisation de la limace de mer appelée Aplysia
caflfornica a permis de démontrer que l’apprentissage produit des changements dans la
force d’interaction des connections synaptiques, que le passage de la mémoire à court
terme vers le long terme nécessite la transcription et la traduction de gènes, que la
mémoire à long terme nécessite la croissance de nouvelles synapses et finalement
l’identification de molécules essentielles dans l’activation, la régulation et la maintien de
la mémoire.
La 5-HT déclenche une cascade d’événements, suite à la liaison sur des
récepteurs membranaires, à la base de la modulation synaptique dans l’apprentissage et
la mémoire chez l’aplysie. Du point du vue physiologique, l’identification de nouveaux
récepteurs sérotoninergiques exprimés dans le SNC de l’aplysie permettra une
progression énonrie dans l’élucidation des mécanismes de régulation de la cascade
AMPc dépendante. Également, par ces propriétés pharmacologiques et son expression
dans le SNC, le clonage d’un récepteur dopaminergique vient rajouter un candidat
intéressant potentiellement impliqué dans la modulation de la mémoire et de
l’apprentissage de l’apÏysie. Sa capacité à stimuler l’adénylate cyclase suite à la liaison
de 5-HT ouvre la possibilité que se ne soit pas uniquement un récepteur sérotoninergique
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qui soit l’élément déclencheur d’une cascade moléculaire à la base des modifications
synaptiques dans les neurones sensoriels. De plus, il est assez évident que la dopamine
est impliquée dans les systèmes de récompense et de renforcement du cerveau. De
nouvelles évidences démontrent que la doparnine est également essentielle dans ces
processus chez l’aplysie. L’identification d’un récepteur dopaminergique exprimé dans
les ganglions et neurones impliqués dans ces phénomènes nous permettra d’établir un
modèle plus précis des cascades moléculaires activées par la dopamine. Nos travaux
permettront, aux scientifiques utilisant l’aplysie comme modèle, de posséder une
meilleure connaissance des récepteurs exprimés à la surface des neurones, de connaître
l’interaction entre les neurotransmetteurs qui activent les cascades moléculaires à la base
de la mémoire et de l’apprentissage, mais également de posséder des outils
pharmacologiques et moléculaires pouvant moduler l’activité de ces protéines pour
comprendre comment ces neurotransmetteurs agissent.
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Multiple Serotonergic Mechan isrns Contributingto Sensitization in ApIys!a Evidence of DiverseSerotonin Receptor Subtypes
Demian barbas) Luc DesGroseillers,1’2 Vincent F. Castellucci,2’3 Thomas J. Carew,4’5and Stéphane Marinesco4
Département de biochimie, ‘Cej;tre de Recherche en Sciences Neuradiques, and 3Dipartement de physidie, Université deMontréal, Québec H3C 3J7, Canada; 4Department of Neurobiotogy and Behavior CNLM University of California4rineIrvine Cahfomia 92697 USA
Tise neurotrajismitter serownln (5-HT) plays an Important rote in memory encoding In Aplysia. Eariy evldenceshowed thar diirin sensltiiation, 5-HT activates a cydic ÂMP-proteln kinase A fcAMP-PKA).dependent palhwaywiîhin spedflc sensary neurons (SNs), whlch Increases thetr excirabllity and facliltates synaptic transmission ontotheir foliower motor fleurons (MNs). However, recent data sueçt rhat serotonerIc modulation durin senslrizationla more compiex and diverse. Tise neuronal circuits inedlatln defensive refiexes contain a number of intenieuronsthat respond w 5-HT In ways opposite ro those of the SNs, showing a decrease in exdtabillty and lot synapticdepression. Moreover, In addition to acting through a cAMP-PKA pathway withln SNs, 5-HT Is aiso capable ofacttvating a varlety of other protein kinases such as prorein kinase Ç extraccilniar slgnai-regulated kinases, andtyrosine kinases. TWa diversi ot S-HT responses during sensitlzatlon sttggests tite presence of multiple S-HTreceptor subtypes within the Aplysis central nervous system. Four 5-HT receptors have been cioned and characterlzedw date. Àlthough severai others probabiy remain to be characterized In nolecular terms, espectaiiy the Gs-coupled5-HT receptor capable of activating cAMP-PKA pathways, the mulclplidty ot serotonergic mechanisms recrulted intoaction durhtg learning In Apîysia tan now be addressed [rom a molecular point of view.
The marine moflusk lp!mia bas proven ta be a powerfui modet
svstam for tise stuciy cf learning anti mensorv. Ibis animai displays several simple forma cf nonassociative learning, such ashabiniation, dishabituation, anti sensit)zatton tPhtsker et ai.1970, 1973; Carets et ai. 1971), but aise more complex tonus cfassociative learning such as ciassicai, operant, anti fear conditioning tCaictv et al. 1981, 1983; Waiters et al. 1981; Lechner et ai,2000a,b; Bremba et ai. 2002). Tisa strength cl thit modei svçtem
atises tram tise relative simpilcitv ni its central nervous ssteas(CNS), which contalns a smail number cf neurons, soma cf
which are weH chacacterizeci botta morphoiogicaity anti siectrophysiologlcaily. Tises, one can study a specific synaptic cannertion in diffetent aninsais subjècted to a wide variety ofbehavioraitraining protocols. for titis reason, it has hans possible to dis
cover many ut tise mechanisms cf iaaming anti mensoiy in titisanimal at tise behavlorai, ceilular, and molecular leveis, anti pro-
vide direct evidence tisse certatn forms cf ieaming mlv on tiseplasticltycfiucllvidual synaptic connectiorts )for review, ceKandci 2001).
Dise cf tise best characterized forms cf iearning in Apes!a ta
sensitizaiion, in ts’lsich a noxiotas stinsulus facilitates an anlnsai’spre-eXisting response to tise presentation cf another innncuous
stimulus, tt bas txwn mont thcroughlv stuclted in tise defansive
reflex responses cf 1plyslci. For exampie. s miid tactile stimulus
applted to tise tait evokas tise retractiOls ci resplratoryorgans (gui
anti siphon) insicie tise mantie cavitv situated on tise back cf tise
animal Tise strengiis anti duration cf tisis reflex rail be enhaiscedisa’ a noxious eiectricsi stimulation apphed 10 tise tau, tise beaU,
Corrsponding author.
Mtd and pubikatios are se http/,vwwiearnmem.org/cgiidol/lO.l1Olflm,66103.
or tise hodv wall. Mamoiy for titis form cf serssltization relies atleast in pari on th strengilsening ut sensory fleuron iSN) te
moror neuron )MN) traastmlsston, nameiy, increase in SN excit
abultty anti facilitation of SN—MN synapses. A large ansouist of
experinsentai data suggests that SN—MN synaptuc plasticity de-pends on tisa release cf tise neurotransnstfter 5-III within the
.Ipivsla CNS during sensitization training tflmnellt et ai. 1976;Mackey et al. 198Ç,’ Marinesco anti Carew 2002). tt bi believedtisas s-HT activates cycllc adenosine 3’:S’-rnonopliospisate-pro-tain kinase A IcAMP-PKA)-dependetst hioctsemical cascades
wftlsin SNs, leading to etshanced SN—MN transmission )flrunelii
et al. 1976; astelluccl et al. 1980, 1982; Berssier et al. 1982;Abrams et al. 1983; Ocorr anti Bynse 198.5; Ocorr et al. 1986;Ghirarcti et al. 1992; Kiein 1993). However. it Isas beconse clear
tisai memore llrocesses In /lples’)a lnvoive issora tisais tise activation cf cAMP-t’lA tsathways Wltisin 5X5. In patticular, il isas beendeissonstrated tisaS in addition to nsoduiating 511—MN transmis
sion, 5-tri aise acts on severai other neuronal ccli types wutlsintise defeissiec reflex circuits, anti that thes actions ma involve
multiple S-HT recepter subtvpes. in tItis ravine, tee first somma
rize tise exper mental evidence supporting tise existence et
eral serotonergic processes during sensitization. We tisen reVieWtIse avallabia data ois the diffarent 5-HT receptor subtvpes espressed In Aplytia tissues anti discuss their potslhle lrivoiveistent
itt learning and mensorv.
111e Role of S-HT In Mernory and Synaptic Facilitationin Apfrshi
Tise roie cf 5-fil in sensitization svas first supgested in a SCfieS ofpapera by Brunelli et ai. )1976) anti Castellucci anti Kandrl(1976), seiso showed tisaS seissitizatio;s of tise gill-withdrawal reflexwas correlateti svltls an ilscrease in tise ainount cf transrnltter
10073—156 02001 ba’ Cuid Spuisg habo, Cabcraocv Press iSSN t072-0sOît)i $5X10; wssw.Inrnrnern.cig Learning & Memory 373
vonwlearnnsem.org
Annexe 4: Multiple serotonergic mechanisrns contributing to sensitization in Aptysia: evidence of 257diverse serotonin receptor subtypes
rcleasQd by sensory neurons SNs) et tiseir synapses with motor
neurons (MNs), a pisenomenon termed presvnaptic facilitation)Caswiiucd anti Kandel 1976). Ibis phenoissenon could be nOmicked 1w exogenous application of 5-HI or insraceiluiar injection
of c-MP. and hiockecl 1w tise 5-HT antagontst cinanserhs 5-HT
antaonist; Brunelli et ci, i976, and was later sliown 50 5wblockeci by cvpmiseptadine 5-HT1,, antagonist; Mercer et ai.1991s. Altisaugis tise specificity of these clrugs for Ap)ysfa 5-111
receptots has ont heen fuilycharacteiized, tisese data suggest tisas5-HT is responsible For tise psynaptic facilitation observed during sensitization.
Considerahie experirnental work was then devottd to identiiying tise serotonergic neurons responsible for presynaptic fa
cilitation, and determining whether 5-HT was indeed released in
tise Aplysla CNS during sensitization training. Mackev et al.(1989) showect rhat e pair cf symmetricai S-HT neurons in tise
cerehral ganglion, tise Cci ICBH ceiis (sec Xin et ai. 2001 for
change in nomenclature) secte activated by noxlous electrical
stimulation of tise tait, Moreover, activation of one Cci (OEIl
ccii b Intraceiluier current injection was suffictnt to preduceFacilitation of SN—MN synapses as well as spike broadening in SNsin tise abdominal ganglion iMackey et ai. 1989; sec aise Wright et
al. 1995). Hetvever, as Mackev and colleagues point ont, CCI
tCB 1) mcxtuiation cf SN—?sIN tiansnsission was iitodest and short—iived conspared te modulation 1w exogenousiy appiied 5-tIr.Mnreover, it is flot knoivn wtsether tIse efferts cf CC3 (OEIl
stimulation eau be biocked hv specitic 5-1ff rc-ccptor antagoniets.Ihus, tise precise rote of CC3 (CIII) during sensitization and tise
respective effects exerted bv 5-i-il oc hy possible cotransnsitters
titat couid lx reteascd hy tlsis neuron romain te lx detctrnincd.Ltsing direct etectrochomicai metlsocis, Maunesco and Carew(2002) secte able te detect e tosissient release of 5-HI in tise 1pIr-
itt CNS lis response to electricai stimuladois cf tise taii-tserve P9,
an analog o! tise noxlous stimulation o! tise tait used te produce
sensitization, Tisis ttiase iasted about 30—40 sec and peaked
around iOO—2tJ0 nM in tise neucopii sutroundftsg tait SN—MN
synapses or SN ceit bodies Marinesco and Carcu 2002). in
creased 5-tri leveis in tise hemolymph have aise been detcctcdduring long-terni sensitization Levenson et ai. 1999).
For many years, tise receptors mediating she actions of 5-HIdurilsg learning rcnsaincd uniusowu. Tise iack of information ois
tise 5-HT receptors expfessed in tise .1p!slm CNS isas made irdiffictdt te investigate tise rote cf 5-HI ils memory et the behav—brai ievei. lndeed, fese pisarmacological suds are availabie for
accurate tlantpuiarion cf 5-HI patiswavs in freeiy nsovtrtg .ini
mais. lise first anti only behaviorat study b date secs pcrformed1w Gianiusan etai. (1989). lisete autisors çiscnsicailv lestoned tiseSetotoflergic s stem ils Apfrua using tsigts doses o! tise neuroisal
toxin 5,7-dihydrox’ytryptamine (S,7-DHT. Iisev point out tisatiesioned aisinsals sisowed major belsaviorai impairnsent sucis asinability te produce locomotion or attacis te u substrate. Tise
aisinsals nonetheless displayed defensive refiexes susceptible tehabituation. Glanznsan amsd colieagues (1989) observed that disisaiituabois and synapttc facilitation were greatiy decreased inirsioneci aisinsais, suggesting tisat 5-tUf release dudng training is
necessaiy for isis fonsi of nsemory. Tise eftecrs of isis drug on
sensttiZatiOn wcre not determined (Glanzman et ai. 1989). As we
seul disettes beiow. Uesigning ways te Inter! cxc witis speciftcAph’
«n 5-HT receptor subtypes in ftecdy moving animais woultl allew
confirmatioms anti futther exploration of tisis tmporsant finding.
Modulation of Defensive Reflex Circuits by 5-HT
During Sensitl;ation
lise .41451.1 CNS, wtth ils relativeiy sruali msumbet’ o! neurons, is
e useful nsodei syctem for issapping neuronal circuits controiling
specific aspects cf behavior. lis titis regard, tise iseuronal circuits
nsediating defensive reflexes have been cxtcnsively sttidied. Spe
ciftcallv, tisese Include 15e tail-induced amsd slplton_induced tau!
siphon withdrawai reilexes ifig. 1). ibese’ refleces hsvolve tisiee
central ganglla tise pleurai, pedal, md abdominal gangue. A tac
tile stitnuius applied Ici tise tau or siphon activatês Id or siphonSNs, whicis excite MNs tisrougts monosynaptbc ISN—MN syn
apse.s) aisd polvsvnaptic pathivays )for e more detaileti review, secClean’ et al. 1995; Frost anti Kandel 1955). More tisais iotvpes cfinternesirens arc know;s w participate in chose poiysrnapticpatlssvays betweets SNs md MN5; (I) 1.25, 1(25, 1.26, anti 133 are
recnuited duting sipisoti witisdrawai reflex anti resptratorv pump.ing iKanz et al. 1979; Byrne 1933; Eberly md Pinskr 1984; Frost
anti Kandel 1995), (2) 1.16, 1.29, 120, 1.33, anti 1.34 mediate si.
pison withdrawal reflex oniv, and 13) P11 and P117 are insvoivedin reflex tau withdraWal lBuonomssatao et ai. 1992; Qeaty anti
Byrne 1993; Xii et ci. 1994). Moreover, PI 17 isviewed as posslblyproviding e linkage bctween pleurai anti abdominal reilex cir
cuIts (Clean’ amsd Bvme 1993). Four types cf interneurons are
excitaton’ (1.25.1(25, 1.29, anti 1.34), fis-e are inlsibirotv lLi6, 1.26,
Lb, 1.33, anti P1 4), atsd PI 17 seeins 10 be excbtato;y te rail MNs
anti inhibitor te tau SNs (Fig. 1; Cleary et aI. 1995). When cx
citat.iry atsd inhibltory interneumeuss are rec’nuited durïttg siphon
reflex retraction, tiseir synaptic potentiels sens as tise level o!
MN5 anti various intemeuroris. Attisougis imshibitory ifltCtneu
rons (1.16, 1.30. P1 4; sec fig. li are prescrit withims tise circuit,
activatioms of tisis poiysvnaptic patiswayusuafly results lis e strors
ger anci longer excitation cf sipison MNs. Therefore, tise role cfpolvsvtsaptic patlsways is usuuily viewed as amplifving anti proionging tise momsosynaptic excitation coisiing froms SNs (Trudeau
and Casteliucci 1992; Wisite es cl. 195.3; Antonovet al. 1999).
Matsy fleurons witisin tisis circuit are modtiiawd by both
sisisifizatiors training and by 5-1ff application. Interesthsglv,
.5-HT release in response te taii-nervc sisock lias irceis directlvdeinomistrateti in die pleural, pedat, amsd abdominal gangue,
wlsicis are tise sites o! tise neuronal circuits for tefltx tau oc si-
piton witisdrawai tMarhsesco and Carew 2(102; Bristol et al.
2003). 5-HT is therefore in ri position to moduiate vlrtually cli of
the neuronal elements involved in tisis circuit drirlbsg sensitiza
tien training.
Fitzgeraid anti Carew 11991) anti Trudeau nrnt Castellucci(1992. 1993) souglst bu distinguish tise modulation o! mollo- antipeiysyrsaptbc psthsvays during scissitization. Ihey cleternuneti
that, selsereas monosynaptic SN—!{N connections secte fariiit,itecl
1w 5-HI, polysynaptic pattsways were usualiy inhibited (Firzger.
aH md Caxese 1991; Trudeau artd Castellucci 1992. 199.3). As
ieast four sets e! synapses Isave been shown to lx inhibuted b>5-l-Il (Fig. 1); 1.16
— LE tStorozhuk anti Casteliucci 1999rd, 1.29 —[[S (Frost et cl. 1988; Bristol et al. 2(101), 1.30—i 129 (trotS et al.1988; Fisiser and carew 1993), anti PI 4 taN SNs aie! MN5 (Xu
et ci, 1995). Some o! tfsese synapses (1.29—4 [F5, 1.30 —e 1.29) cuis
untiergo the saisie type ef nsodulation during stissitization training ([rost et al. 1986; Fischer md Carew 1993; Bristol et al. 2001).Moreover, 5.HT decreases tise cxcitabiiiby o! Pi 4, wisereas it usu
aliy eislsances exdtabilitv in lait anti sipison SNs. Fhially, tise
siplson 15 lnnen’ated by et least four populations cf 5Ns (CE, rLE,
RE, anti 11F; fr051 anti Kaisdei 1995), that eau ho differeistiatly
medulateti by S-HT. For exatssple, S-HT increases LEs’ excitabuiitv
aisd faculitates tiseir synapses oisto !oilower iseurons, wisereas it
tiepresses 11F synapses (Fig. 1; Storozhuk aisd Castellucci 1999b).
5-HT nsoduladon in listenseurons is nos ltmitcd te svisaptic
piasticity or excttatsulity changes, lite synapses from tise inisibi
tory 130 intemeurens onto 1.29 excitatory ititorneriroris pros-ide
an example e! coriiplex modutatiots Ihat is mnediated twth by
S-NT aisd by sensutization training. Tisese hshibitorv synapses
undtcgo e fors cf activity-dcpendent short-terns synaptic en-
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lncreased excitabilfty —c3 Synaptic facilitation
—t3 Synaptic depression lncroased glutamate tesponses
Figure 1 Schematic diagrans of the neuronal circuit mediating tait and siphon wichdrawai reflex. Neuronal cdl bodies are locased in three central
gaisylia (pleural, pedal, and abdominal) A tactile stimulus applied ta the tau or siphon acinates tait (TSN) or siphon sensoiy neusons (55N), which excite
MNs chrough monosynapcic (5N—MN synapses) and pciysynapsic pathways depending on intemearons. 5-HT enerto multiple actons on the circuit: li
usually induces synaptic depression and/or decreases in eodtabihty in interneuroos (bloc) and synaptic facilitation and iocrease in encitability in SNs(red). L14, an mb gland MN, illostrates 5-HT-induced synapsic depression in 9F 5Ns. 5-HT also indoces metaplaoidty ut 130-129 synapses (green) and
increases glutamate responses in [F5 MNs (orange) Adapted trom Cleaty et al. 1995.
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hanceissent snduced by the acsivadoss cf tOc LIC sseurcns lFischer
assd Carew 1993, 1995 s. For exasnpie. schen Lb tssterneurons lice
in response to a osild tactile stinsulation. svnaptsc etïicucy as 10e
L30—U9 synapses is enhanced, tisus contrlbutsngto inhlbitioss cf
Ose tiphon-wlthdcascai reflex ciscoit Piocher and Cartw [995;
Ftsclter et al. 2000i. lotO 5-HT and sensltizatiost training bled
tise expression cf tisis [cois of synaptsc piassicitv, tiserehv redue
ing tise polesstiai for lishilsihois wislsin rOc circuIt fus Isighec—
caler [orna cf plassicsty seflects ais exaospie cf metaplasticitv’
Piocher et aL 19971
in addition te SN assd interneuron modulaùoss, a direct ac
tion cf 5-HT on MNs lias aise beess descsïbed. il mnvoives facih
tarsoss cf AMPA-type responses te glutansate, site prstatlve iseuco
tcansstsittec reieased 0v SNs, in cultuced LFS iseurons icltstscood
et ai 20015 and coold possihiy taLe place during tensitiaation
training.
XVe shculd ssote tOut 111e sseuronai dictdts nsedlasing defen
tiSe refiexes rais aise 0e ntodulated through a variesv cf nonne
rotonergic stsecisanitssss. For exaosple. small cardloachve peptide
B 1SCP5I faciiirates SN—MN synapses iAhrassss et ai. 1984, Pierossl
and Byrne i992i and Liii — LE cossisections iSsorozisuk and Cas
telucci i990a5 and hasexcitatorveffectoon P14 (Xuet ai. 19951.
Phe-Met-Arg-Plse-aisside iFSiRFasssidei lias been slsossm te issisibis
SN—MN transmission Mackey et ai. 1987; Dale and Kaisdei 1990;
Crise et al. 1991. Pierosss assd Borne i992; Sois et ai. 10961, In—
crease tOc SN [seing lisresisoid iBHiy and iVaiters 19891, and
nsodcdate specilic poslsvnaptic MNs lisvoived in defensive te
flexes lIcitais and Abrastts i903s. However, ii in nos bsosess
wisetiser dicte peptides are seieased us 10e CNS dunssg seissitiza
tien trainlssg. Facllltatioss cf 5N—MN traissnslssioss rail alto 0e
issdticed 0v intracellular slinsnslatioss cf listerneurons L20 assd L28
iHatckiïss 198 [ahI. ftese internersrosss art direrliy en siphon
SNs using an rsn[isoscn transissiiset: t isas [recta determissed Ilsat
tise trasssossttet lx ssot 5—FIT iksstler Jr. et al. 1985; Hasvkmns and
Scisacher 1989e Fmnallv, an Increasing ansotssss cf evidence mdi
catc-s that, ils addition te heterosynaptic ptocesses mnvciving 10e
release cf nsodulatcrv trasssnsittecs ciste tise nerironal circuit, lie
stsosvssaptic activiry-dependent piastlcitv aise occurs durissg
ieanslng. ssatsseiy posisetassic potessilaticis Waiters and Banc
1984; Front et al. 1988; Sclsaciser et ai. 190; Bristol et ai. 2[iOli
and Iong-terns potentiation lMurplsy assd Cianznsan 109o, 0597;
Asstossov et ai. 2001 20031 Tisese types cf svnapUc piasucitv are
beyond tise sccpe cf titis ievietr
OveraH, tisene data indicate tisat sssoiluiatson cf defensuve
• Inhibition —<Excitation —‘8y’/’y-- Electrical Jonction
QQ Decreased excltability
Metaplasticfty
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snsnsn, learnmemorg
Annexe 4: Multiple serotonergic rnechanisms contributing to sensitization in Aplysia: evidence of 259diverse serotonin receptor subtjpes
reflex circtitts by 5-HI Involves a vartety al different crU typesdut respond differentlv to 5-I-II ,s ive iviil discuss betow, it Islikely that, when retased in tise .4pfrsli CNS timing sensitlzation
training, S-III acta on severai subtypcs of receptors tisai are tif
terentialle exprcssecl 13v SNs, inumeurons. anti MNs anti motulate syluptic transmission anti exdtabtlity in different wavs,
Biochernicai Pathways Activatel by 5-HT in SNs
,Ithottgh tise neuronal circuit inediating siphon reflex retractioninvolves manv different crU types, moit of which can be modolarcd by 5-HT, most experimental studies on synapuc plastidtyinAplysta have focused on SNs ami SN—MN synapses. Inderd, theSN—MN synapses have provided a vatuable locus wher tisa ccilttlar and moiccular nwchanisms undefiving mcmorv have bern
studicd. SN—MN synapses are activated durlng hill or siphon reflex retraction, and their plasticitv contributes signi[icantly to
simple forms of memory suris as sensitlzatlon, dushabftuation,
anti classicai contiitioning (Trudeau anti Castellucci 1992;Antonov et al. 1999, 2001, 2003). For example, LE
— LfS syn
apses accouut for about 30% ut tise siphon_incluccd siphon with
citais-al reflex efficacy (.ntonov et al. 1999). Moreovet-, behavjurai sensitization anti IN—MN facilitation dhsplav sirnilar tempo
ral profiles anti nolecular mec]sanisms. For exaniple, s single
noxious stimulus usually gives tise to short-terni sensitizahontasting 20—30 min. whereas four or five spaced shocks inducelnterrnedlate-terrn anti long-tenu sensitization lasting 90 mIn
anti wveral davs, respectivelv (Pinsker et al. i9?3; Castdllucci and
Kandei 1976; Shoiz anti Byrne 1987: Sutton et al. 2001, 2002).Similarly. s single exogenous 5-HT application gives risc to short
terni facilitation, wisereas (ive applications produce intermedi
aie-term anti long-terni facilitation et IN—MN synapses (Frost et
aL i985; Montarolo et al. 1986; Sholz md Bvrne 1987; GIsirrdi
et al. 1995; Maucishagen et al. 1996; 5utton anti Catew 2000i. In
addition. sensitization anti Facilitation of SN—MN synapses share
common molecular requirements; (U short-tenu seusftization
sud facilitation relv on cavalent modification o! proteins, (2)intermediate-term, on synthesis of tien- ploteins, and 3) long
terni, on RNA anti protein synthesis tCastelluccl et al. 1986,1989; Montatolo et al 1986; Ghirarcfl et ai. 1995; Suttcsn et al.
2001). Finally. a detailed analysis of vatious neuronal bd during
long-tenn sensitization revealed that, although short-terni trust
tization is corralatccl titis synaptic plasticity at tuulllple cr11
types (SNs, Interneurom, etc.), tise neuronal correlates of long-
tenu sensitization apprar more resnicted tu INs Cleaiy et al.19981. For these ressorts, most o! tise studies airneti al under
standing the mechanisms of synaptic Illasticity in Api);thI have
mcd facilitation of IN—MN connections as s motel system, leav
Ing 5-HT inhibition in tnterneurons almost completely unesplored.
Considerable evidence Indicates tisat a single application of5-HT onto SNs van activate bous PK’ anti prowln kinase C PKC;foi revint, sac Byme anti Kandel 1996). For example. elevat ion of
irnraceilular c.MP levels anti increaseti PKA activitv cals be de
tected followlng a single pulse of 5-HT (Bernier et al. 1982: Cas
tellucci et al. 1982; Abrams et al. 1984; Ocon anti Byrne 1985;
Ocorr et ai. 1986; MIiller anti Caresv 1998), Similarle, S-HT lests
to tise trauslocation to tise membrane of the Ca-dependent
isoforin of PKC (Saktor anti Schwaftz 1990; Kruger et al. 1991:Sossin anti Schwartz 1992; Biaisa et al. 1993; Sossin et al. 1993)
anti an Increase in PKC activity (Sossln et al. 199-U. interestinglv,
recrut studies by Manteau et al. (2001) lndicated tisa) blocking sCa-independent PKC isoforrn tiisrupted facilitation induced by
5-HT al depresseti IN—MN synapses, svhcreas blocking tise Ca2-
dependent isofonu had no effect. Both PKA sud PKC are thougist
tu (if pisosphorviate specific ion cisannebs that increase mcm-
brane excitabulity sud induce spike broadening, anti (2) motitilate
vesicle rnohiltzatloo anti exocvtosts ta increase transmitter xcleam For exemple, PKA, by phosphoryiathsg S-type K channels,
reduces their open lime t5iegelbaum et al. 19821. [isis effrct con
tribtiies tu tise hicrease hi membrane excitabilitv anti spikebroadening following 5-HT application Elein et al. 1982; ?ollock
et al. 1985; Baxter sud Byrne 1989). Vokage-tiependent K visais
nels (Ç) van alto bc phospiserylated by bath PK-, anti PKC. anti
seetn ta tsr involveti specifically in spike broadening (Baxter antiByrne 1989, 1990; Goldsmltis anct Abranis 1992; Suglta et al.1992). Spike brctsdentog Is ais important rnechanisns for enisanc
ing synaptic transmission through increased Ca Influx innervetenninals. However, 5-l-FI cati increase transmitter release listependently of spike broadeniisg, by enisanclng tise mobilization of
transmitter vesicles to tise active zone lKiein i99, 1994). BothPKA anti PKC seem capable o! pt’oduclng this effect (Hactiner et
al. 1986; BraIsa et aL 1990; Sugita et al. 1992).
intrresttngly, PKA anti PKC are differentially recruited tir
pentiing on tise tiuration of S-NT application anti on tise strie of
tise synapse. for example, PK’\ blockers are more effective in
preventitsg svtsaptic factlitatiots afin short 5-1ff applications,
whereas PKC blockers are more effective afttr long exposures
iBraha et ai, 1990; Hochner anti Kande] l9Q2; Sugita etai. 1992).
Similarly. facilitai loti of depresseti synapses is blocked bi- inhibi
tors of PKC but riot PKA, whereas tise converse lias been shownfor nondepresseci synapses tUraha et al. 1990; Goidstnith anti
Abrams 1991; Ghirardi et ai, 1992), This state- sud tiine-dependettce of PK. anti PKC recruitrnent by S-FIT tByrne atid Kaudel
1996) romaIns unexplalned. It et possible tisat S-i-il activates twadlfferetst receptor subtypes couplet to diacylglycerob (DAGs anti
cAMP, cespectively, or that a single receptot’ subtype voulU bind
tu twa difiretst G proteins. Tisis question wiil remain unan
ssvered until 5-FIT receptors expressed liv SNs have been ftilly
characterizeti.
In addition tu PKA anti PKC, repoateti pulses o! 5-FIT, wisichgis-e risc ta long-terni facilitation, ate able ta recniit another set
o! proteln kinases tisa) are uni activated liv s single application.
For example, tise ttsitogen-isctlvaled protein kinase (KtPK), also
cahled extracellular-si.gnal-regtilatoti kinase IFRK, is arllvated itt
response tu repeateti pulses of 5-HT anti trauslocates tu tue
nucleus, tisera It tuotiulates gene expression necessaiy for long-
terni facilitation (Manin et al 1997; Michael et al. 1996: Slsarma
et ai, 2003t. Moreover, 5-HT-induced EllE activation anti long-
terni svnaptic facilitation bath require activation al tyrosine ki
nases presunsablv receptor tyrosine Musses or RIEs; PurceU et al.2003. Wlsat isiakes repeated S-HT pulsas capable al activating
EllE anti tyrosine kinases, wtsen a single application is unable tu
do so? Again, it Is likely tlsat s liciter knosvledge al ..lpfrsta 5-NT
receptots seul help elucitlate titis important questicin.
Because of their cetitt’al raie in tssernoiy processes anti syn
aptic piasticitv, considerable effort lias baets devoteti ta charac
teriztng bprv.slu 5-HT receptors, Irons as early as tise l960s. fie
rnost strikitig progress, isowever, lias ben otstainecl wlthtn tise
lest 10 vrais. During titis time, tise clontng anti charactettestion
0f four tiifferent S-HT receptors lias been reported. iVe will 5(5W
turn aux attention tu s discussion ni tise properiles of dicte xc-
captais as well as their jatential ituplicatioti in memoo pro-
cesses,
Evollltionary Divergence o 51-11 Receprors
In general, 5-III receptors are classilied anti grouped (luta sevenfaissllies on tise basis of sequence itiotsttty anti on die nature of
tise second-nsessetsger systems ta whlch tise)’ arc couplet. Six ut
tlsese families arc composeti of G-protein-cottpled metabotrupic
receptors or GPCRs). Tise 5-FIT1 anti 5-HT5 tGi-coupled recep.
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torsi inlubit adenvlyl cyclase, whereas 5-ItT,4, 5-HT6, and s-HT7tGs.coupled receptors( subtypes activate ils activlty. Only two
subtypes are flot linked 10 tIse adenylyl cyclase pathway-. Ut5-FIT2 receptots are coupled to phospholipase C t q-coupled te
ceptols) and stimulate phosphoinoslticle metabollsns, and 12)5iff subtypes are tonotropic receptoes and thus are flot romposcd o[GPCRs tHover et al. 1994: Peroutka 19951. Previons phvlogeneile studies suggcsted tisaI soammallan 5-HT receptor tub
rvpc’s emerged boni gmw duplication, followd hy mutations and
sequence drlft tVernler et al. [995; Tierney 2001). Early inolectilai’ cvents flrst lcd to tise dlveigence ot thrce major classes ofparalogous 5-HT recaptors: tise 5-HT4 (5-HT, receptors), tise5-HT2, and 5-HT6 classes which exlsted about 750 mIllion years3go (Myat. Further division wlthln tise S-HT4 dais occurred 600Mya, when 5-HTr and 5-HT7 subtypea dlverged from tise S-HT4
stibrvpe. These cliret’gences predate tise evolutton of vertebrates[rom invertebrates, which also occurred about 600 NEya. There
tore, mernbers of tise tiirce major classes are ttkely to be round Ininvrrtebratc spcclc-s. However during evolution, subsequent Indepenclent dtffercntiatton of each subtype within each class ol’
vertebrate antI Invertebrate receptors niaks t difficult to classifvinvertebrate 5-HT rc’ceptors loto specific vertcbratc subtypes (Per
outka 1994: Peroutka and HoweIl 1994; TIt’rnev 2001).
Eariy Characterizaion 0f 5..HT Receptors Expressedby ApIysia Netirotis
5-FIT mediates a great vaiiety of fonctions In Ap1stci fleurons,pwbably tluough multiple G-protein coupled receptors. Seroton
ergic etferts were flot reported on ncurons (Gerschenfeld andTauc 1961; Cedar and Schwartz l972t, heart )Koesteret al. 1973),
and giil tlebabian et al. 1979). In 1974, Gerschenfeld antI Paupardin—Tiitsch descrlbed six different types of responses [olloseIitg application of 5-Hito Apfrsta neurons: tour ot tise responses(named A, .4’, B, antI C) im’olved an increase in rnemtrane conductance, whereas tise other two tnamed u and jfi lnvolved adecrease In membrane conductance tGerschen[eld antI Patipar_dln-Tritsch 1974). Pellmar antI Carpenter 11980) Identified sev
entis type of response to 5-HT: a voltage- and calcium-dependent
response. These different responses secte distlngulshed b)- voltagedlamp experlments In Ierms of thelr lune course, tonic selectlvity,
and whether thev were mediated 1w an increase or d&crease in
membrane conductance. Although tliese electrophysiological ris
sponses could in princlple be rnedlated b’ s single 5-1ff receptor
cotrpted to dîfferent intracellular cascades, these experlments are
regarded as tise flot indIcations of a variety of potential 5-HT
recc’ptor subtypes in tise CNS of itp?ysha.
Tise presence of multiple 5-HT receptors was conflmsed byblochemicai techniquc-s. Sattoh and Shit t l9S7 found tisat an
agonist of 5-1iT receptors, 1-12-t1-andophcnyltethyljl-)3-td-fiuoromeihylphr’nyltplperazlne tazido-PAPPt, 15 s suttable pho
tosffinlty labeling probe for 5-NT receplors in Aphsta. lbefound that [Ive label cd polvpeptides were separated 1w 51)5-PAGE
upon Incubation of [311]azldo-PAPP wlth total neuronal membranes and 13V in’adlation. Tise labeling tisas abolishd b 5-NT,
which competes for hindlng on tIse same receptors. These resotts
suggested tise CxistencC of at least lire 5-HT receptor subtvpes.
As there is Increasing Interest in charadterizing tise role 0f5-HT asa rieurotransmitter inAplvsfa, lt ii important to tdentltytise pharnsacological propertles of S-HT receptors In tisis animal
In vettebrate nervous tissues, redeptor blndlng techniques haveproven to bis valuable for tIse Identification and pharmacological
characterleatiors of 5-1ff receptors. In Apt’s(a. Drunsmond et al.1l980t, using j3IIYLSD )lysergic acid dtetlsylamidc’, a nonselective5-HT receptor agonlst) btnding assavs atul 5-IFT-Induced modulation of adenylyl cyclase actlvity, reported tise [lest detalled dis-
tribution of 5-HT recepiors lis varlous neuronal anti nonneuronaltIssues. Specific 5-HT-sensitive [3H]LSD binding tisas found in tiseguI, heart, buccal muscles, andin atl ganguia of tise CNS 0f Apis’tin, After localizatlon of 5-HT receptors, stimulation o[ adenylyl
cyclase bis S-HT in membranes of .4pfL’sfa ganglla, musisles, and
connective neives was measured, indicating tise pretettce 0f S-FITGs—coupled receptors. Inctease in S-HT-sensitive adenyM cydlase
activitv correlated well WiIh tise ainotint of 5-FUt-sensitive[3HJ1.SD btnding sites In 05051 tIssues. High densIty of 5-FUT re
ceptors lis pleuro-abdomlnal ronnective nerves antI Ihete pres
ence In tise connective titstre sheatiss surrounding tise ganglia
suggest tisat not alt 5-HT receptors are located St dell boUles atsd
synapses.
Radais anti Hartlg (1988) dieu took advantage of tIse 1m-proved sensttleity of ‘25I-isotope labeting to putssie tise mapping
of S-HT rereptors in Aplyslii. Tiscy found tisat 4251-L5D iabelect apopulation of hlgis-affinity serotonergic sitiss in .lplvsti ganglia.S-HT receptors were prlmatlly located withln tise neuropil, aithougis a subset of neuronal somata tisas aiso iabelcd. Those autlsors nexi dttermined tise potetscv of various pisaimacologlcai
compocinds to compote For ‘2’5t-ISD bindlng sites oit sectionsfront pedal or abtionsinal gangila. Tise order 0f potency was-. nsetlsysergide (5-HT47 antagonsst) > cyproiseptadlne (5-t1T5 an
ragonistt > mianseriis tantagouistiinverse agonist ot S-HT2 iiscep
tors) > cinanserin (effective antagonlst 0f 5-Hi’ responses in Api)’
.Utl; Brunelll et aI 1976; Newlln et aI, 1980) >5-HT> ketanserln(5-HT4 antagonlst) bufotenlite )5-11T49 agonîstt > $-OH-DPAT
t5-HTIA agonlstt. Kadan and Haxtlg t 1966) observed a decrease In
tise affinlte of 5-FIT for ‘26t-LSD binding sItes in lise preseitce ofGpptNH)p (5’-guanlyiinsldoUipisospisatet, a poocly inctabolizd
atsalog of guantne nucleolide ttipisosplsate (GTP1, suggesting a
coupllng of S-1ff receptors to G-protelns in Apita[i CNS. Tisesedata indicateti tisas ‘25I-ISD bindlng sites In tise Apiyski nervous
svstem are regionallv dish’iisuted, xisibit specific pissensacologi
cal binding properties, and are coupled to G-proteins. Titis is
consistent ssltis labdlirsg of functionai hctertsgtneous 5-HT recep
tors. By comparlng tise plsarmacologicai properties 0f tise 126j_
LSD labeled sites witis tise properties of tise six distinct seroton
ergic receptor types Identifled b’ Gerscisenfeld antI PaupardinTrllscis (1974i, Kadan amI Hartig L1988J suggested tisat f51)
antagonizes tIse neuronal responses medlated by tisree of tise six
clectropisysiologlcaliv clsaracterlzed S-HT receptors (tise A, 15, andC types). However, tise plsarmacologlcal profiles for cacis ofttsese
tlsree types dlffer to some degreefrom tise profile tisey obsers-ed[or 42S,51) binding. For example, compounds used by Ger
sclwnteid and Pattpardin.Triisclu (1974) to ltshlbit tise A anti C
responses titi Sot block I-L5D bhsding, even at 10 tintes tise
coiscentrations prviouslv mcd h)’ Gerschenfeld atsd Paup.trdirsTrltscis (19741,
Evans et al. (19911, aiso ushsg 125i-LSD, provided furtiser
characterization of tise iocalization of 5-1ff rerepuors, tocusing
on tise (Ive major neurons svisich constitute tise abdominal gingiion ieft upper quadrant (LI, 12, Li, L4, and L6). liter aisoinvestigated In more deuall tise electropls)’slolocal properties ef
tise responses tises’ produced foilowing activation b)’ 5-irt; First,intense labeling was only observed on tise soma o! s symmetri
cally iocated pair of cells ht tise abdonstuai ganglion of Apiysfa
califirniin,: Li anti Ri. Titis Nnditsg tisas hiocked bis micromolar
concentratIons o! S—HT anti iower concentrations of tIse senoton—
ergic alstagonists cyprolseptaduise anti nstansserlis, confirnslisg
Kadan and Hartlg’s t 19881 results. Second, electroplsysiologlralinvestigation of S-Hi’ respoisses of tise ueurons In tise leis upperquadrant reveaiet a range of 5-FIT respolsses. Ceils Li anti 16
sisowet ais increased K conductance in response to 5-ITT tlsat is
flot biocked by cyproiseptacline or mianserirs, Ceiis f2 anti L4dlspiayed a bipisasic response to S-HT: an Increase lus Na con-
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cluctance, whlch could ha blocked by cypraheptadine or mtan
serin, foflowed by a voltagc-dependenr Ca conductance whlch
hlcKkett by Ca but not clic setotonergic antagonists. Celi LI
and ils wmmetricai partner, RI, in addition ta the Na anti Ca
responses obscrved In L2 anti L-4, displayed an increase in Ci—
conductance that eau ha inhibited b;- LSD, cvproheptadine, anti
mianserin,
Thasa early studies secte tha flot attempts ta identify tlie
distribution and pharmacologicai propelties cf diverse 5-HT ra
ceprors in Apivsia. They dcmonstiated the reSflŒ of 5-ItT la
cepeors in virtuatly ail Aplysici tissuC typos and espedaliv in the
CNS. flics’ also suggested tise existence of at ieast sis receptor
subtvpes. The developmant 0f motecular blotogicai techniques
:tnd th possibillty of clvnlng anti axpressing inctividuai 5-HT
receptor 5ubtypes in ccli unes aliowed further eiucidation cf tise
electrophysioiogicai atid pharmacological propetties cf tise sera
tonergic pathwavs in AlyIti.
Structural and Pharmacological Characterizations
and Tisstie Distribution of Cloned 5-HT Receptors
Cloitng cf S-HT Receptcrs in Aplysla
Pour 5-FIT receptors have been characterized in -lpirsla ta date. li
et al. I 1995) isolawd potential genes that encode .pFis(ci 5-HT
receptors by performing a PCR analysis of Apiyslt genomic DNA.
in order ta amplify potential 5-HT receptors, they used degener.
ate PCR primera whose sequences were based on cortservd pop
tide sequences found in the sixth anti the seventh transmem
hrane damains cf alt knasrn serotanergic GPCRs, Twa different
genomic clonas, Ap5-ifr, anti APS-HTc2, trace isolated, TheApS
HT1 gene codes for a protein of 453 amino adds (GenBan ne
cession no. L-13557) containing seven hvdropltobic putative
cransincsisbrane doistains, a relativelv short third intracattular
leop, and ri long C-terminal tait. Genomic aisalysis further dem
oestrales that the geste is httronless. The Ap5-trf2 gene is aiso
imreniess and codes for ri cioselv relatd plotein of 322 aa (Gen
Bank accession no, L-13558) which shares 90’h amino add se
cittence identtty with the Ap5-HT1 wfthin tise transmembrane
domains anti adjacent ragions, ‘flic N-tcmslnai extraceliular de
main and tise extracelluiar loaps land Il are lest conserveci, More
divergence occuta wlthin the third intracallular loop anti tise C-
terminal tait, it is possihlc- that other relateti recaptors ale present
in the Apinia genome, because a Southern blot anatysis cf ge
nantie DNA, probc-d with tise coding raglan of Ap5-HT1, ra
vealed Ove distinct hands. Dendragram rinalyriis cf tise emino
acld sequences of cioned 5-FIT receptors indicateti that Ap5-Ffr
anti Ap5-HT11, are otsiy distantty relared te the rest of the known
5-HT receptors (fig. 2). They could not ha readuls’ grouped within
any of tha mammalian sttbgroups based on amine aciti sequence
identilv.
A third 5-HI’ receptor gene trio cloneti and characterized
from Aplysla anti named 5-HT, (Angars et ai. 199$). Degenarate
primar.s md PCR amplification sacre mcd ta screen CNS anti kid
net- cDNA libraries. A cDNA cading fora putative protein cf 492
aa containing savais stretches of hvdrophobic residues, ri rela
civets’ large third cvtoplasmir loop, anti a short C-tenninal tait,
featrires comnton te several 5-HT1 receptors, was isoiated (Gen
Bank accession no. AF041039: Boets and Martits 1994; Gerhardt
md van Heetiktsuizcts 1997). Soutlsern blot analysis of genomic
DNA reveaied that the 5-HT gene is probaNt’ inaronless anti
does not have ri close homolog in tise Aplys(ci ganame. Dendro
grans analysis of amine acld sequence within tisa transmambrane
domains aiso suggests that 5-l-fI is associateti whh tise matas
matian 5-1ff1 receptor family Fig. 21,
‘flac sanie cloning strategy seas cocU ta ebtain the sequence
of a fourtls Apkski 5-ITT receptor gene, named s-m, GenBank
accession no. AF372526; Barbas £1 aI, 2002), Tisa cDNA contains
an open readhsg franse encoding ri protein cf 567 ria with a pre
dlcted nsolectttac tssass of 63 kO. i-ivdropisobiclty analysis reveals
tise presence cf tise ses-en transmenshraise dentales clsaracteristic
af GPI:Rs. lts large third cytoplasmic 1099, itt short C-terminal
tau, anti tise observation that tise 5-IfT5,2 gatse us probably u
tionless anti does net have a close honsoIog in tise iplrda gc
nome aie reminiscent cf metuhers cf the vertebrate 5-HT1 recep
tor fatmlv anti imilar to tha 5-HT1-llke Apissht ceceptor 5_HT1.
Amino anti sequeisce camparisons between the 5-HT, receptor
anti ottser 5-HT recepters slsow significant sequence ideistity ta
tise 5-lff1-like receptors, anti a dandrograns analysis places
5-ffÇ2 wlthin tise famitv of maninsatian 5-lIT1 rcceptors (Fig Zi.
Sequence anaivsis aise reveals chat 5-HT02 lias close sntino anti
identity (68%) witts tise Lyurnaca stapra1b 5-HT receptor 5-H1,,,
(Sugamori et al. 1993f, suggesting tisat ttsey may ha orthotogous.
APS-R Tai nd ApS-HT &e-eptorsAairere Plsespkoijesc C nnd Have
Djfferear Expression Pertcrns
Ta identify tiseir pharrnacaloglcal profilas, ApS-Ffl’ anti Ap5-
FlT2 receptors weee stably expressed in HEK 293 celts (Li et ai,
1995f. In response ta 5-HT, bath raceptors stinsuiate phespholi
prise C. actieitv, rearhhsg ri piateau at 100 cM. Therefore, tisa
stinsulatian of these twa raceptors asiglat lead to tise activatiots cf
t’KC. Tise estimated EC55 fer 5-HT seas i.S cM for ApS-HT51 anct
1.5 nM far Àp5-HT. Mechlothapin anti spiperone, whicts are
wspectivety nonselective 5-FIT anti 5-HT5,1 antagontsts, botis
prevant tise 5-H’r-depentierst stimulation cf pisosphotipasa C at
10 uM concentration, Hnwever, cvpreheptadine (10 pMi, an
miser 5-HT12 aistaganist. lias na effect, Thus, altisougis Ap5-HT11
anti ApS-HTes do not appear ta ha the invercebrate usoissologs cf
Iigure 2 Dendrogram anelysis cf different members cf the 3-HT te
ceptor tuperfami’, Sequences that were used for phyiogenetcc anaiysis
were retrieved from the GenBank databaae, Die sequences cf serotonin
receptors were compared anti aligned using CluttatW ([hompson et ai,
1994), which wat executed front CDI tGeneric Data Environment; I.
Feisenstein 1993, PHYL1P, Phylogeny inference Package, version 351e
and 3,6, Universib’ cf Washington, Seattie, VA), Oniy amine add posi
tions chat couid be aiigned without ambiguiry were mcd for the analytis.
The alignment was tien used for ph)Iogenetïc compensons using the
PHYLiP package. Analysui tees perforrned with e bootstrap procedure that
computes tise probability cf occurrence of tise branchse for 1000 possible
trees. Branching order was determineti using the Fitch-Margoliath algo
rithm incîuded in the PHYUP package. Oniy branches occuning in >S00
trees are repreaented. DRO, Drorhiks FUG, Puqu rubdpes (pufferfish);
LYM, Cyrncsaea HuM, human; MUS, mouse.
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diverse serotonin receptor subtjpes
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‘Adapled fiot, Cohen et aI, (2003)
Posstbe PhysotogicaI Roies of Aplysiil 5-HT Recepcors
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Xci et al. i°°5, 1t0tuZhuk antI Castellucci lOO9a,b; Brietoi a al
1001-. In lIasse Ca1cS bindung 01 5-111’ os Gi_cotiplvd a-III recet
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fiL’ cbl.SutcIcttt un cAMP. Thvv might alto lie lutvcmlvcil bit tntxlu—
btumlg PkC’ ‘r E[îK pathrt’oys perh_sps in cross.talk I’ctwesn rit
etIrt n Tit ma ptnnonienrus tctiIc1 lie uttplicatcd un bthviorl
piasticulv tind ioarn ung in 1pla os
5—HT ectJrtors tisai unltulait Ai’ have t’ecn nnplicatert n
lcamrng autti menwrv pm’0cecse un illOnSfitalS. Depeuaclung on
tinir cdtulai’ localisation, thev tan oct b inltibttiut1 lIas liriisg
rate imlltbOf h’,’ dtvftasing uteurntu’autsustulter release Buliot et al.
19°f’ lluhol i102i lus nsautlmaiuaua svswills, o subsOt cf fltI’i
tsc’cptors, tin o,tsnitudeusdritis outni’sceptors, eccluco cdl fii’uitg
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ing ieasning ansi assiDus; Alslsougb in Punciple Gs— or Cq
coupled 5-HT recepsors couki aiso docrease transmuter release in
1plssld data [sons masnnsalian systems suggest that 5-ilT,,1 ami
SFiTr are more iikeiy tube irsvuived fis tisese inhihitosv actions,
eislser in serotonergic neurons, wisere llsev wocmld act as autore
cepsors, or in inrerneurons. seisere rhey could be tmpiicared in
tise inisibison’ action ois-HT in pois’syisaprsc pashways ‘Tnsdeau
assd Casteiiuccl 19Q2, 1993)
Activation of Gq<oupled Receprors
Besides tise FLA-sigssalnsg patlsscav, a pisosphoiipase c-rK:-sig
nalissg parhsctw cass alto be activated dv 5—FIT receprors Bissding
ni S_HT In Gq-coupied mecepsors acslvates phuspholipase C
I PLC.c PLC then cleaves pisosphassdvi issotisol Fit’2 so produce
duacviglvcesol DM1 assd nsosstoi rriplsosphate iiP1I. IF1 isscater
soluble aussi dittuses rnto tise cysopiasns, sehere il lisnds to a ce
ceptor cm the endopiassssrc rericulusas tu release Ca’ Irons lister
nai stores: E5AG sensaisss in tIse nsensbrasse schere it activates PkC,
which is active ousiv svhen tsorssiocated [cons tise cvtopiasns tu
tise nscsnhrause Birsdung oIS-HT tu Gq—coupled receptorisu cass
activate a Caadependeist PKC in SNs nf Aplati Fig 3; Sacktnr
ansi Schwasiz 1990; Sossuss assd Scisscartz 1091. There is no cvi
dessce ol S-F1T-issedlated 1a production or selease of Ca2 trons
internai stores ris sesisou) neurons a[ter activastois 0f S-HT recep
rocs. intesesongiy, Massseau et aL LOESs I densonsrrated that tise
Caa._iisdepessdesst fonts of PKC is very insporsaust for facilitation
diverse serotonrn receptor subis pes
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Figure 3 Scisemaruc represensasion of putative raies nI 5-HT recepsor modulation ot neuronal prnpeities in 4’oia caEtnrca. Tise sensosy neuron ta
mnrnr neuron synapse invnleed ht witisdrawal retlenes is used as an enampie. Aber stimulation, facilusaro9’ serntunergsc interneurans release 5-HT tisas
binds S-HT receptors (S-HTC,ÇR). Tise final effect ni S-HT may depend on tise specitsc expression passerns et 5-HT receptors and suqnahng molecules
sessissn different ceNs Binding al 5-HT ta a Cs-caupled receprar stimulases adenyi-A ctlase lAC; pink patisseay) Activation ut sise cyclase increases sise
cAMP cnncensration and induces activation cf tise cyclic ÀMP-dependens prnsein kinase A (PKA, activation s uodicated by an arrow). Activation al PKA
can phnspisnryiase and cavalently mnduty a number af sarger proteins, inciudung componenta al the enacSotic machunesy ai release, ta enhance
transmutter evailebihty and release With oepeased stimulation, PKÀ cen re’:ruittise eotraceliular sugnal-requlated kinase (ERK, IxtAPti). and can transiocate
to tise nucleus wbere t pisospisosylases tise cyckc AIsIP response element bincliog prnreins (CRERs). Phnsphoiyietion by ERK al sise repressor isnform
CREB-2 removes 5m inhibitinn an CRER-iu. Pisnspharylasian of CRES-la induces transcripban al early!lase genes cantaining cyclic AMP response
elements, leasing ta grosstis al nae wnaptic connections and patenbally trsnsmifter release Gs-caupled receptar mrgist also actuvace ERK (blue
pathseay) by transacsfvetion cf receptnr syrosine kinases (e.g., Trk, whicis can be activated by neurotropisios), or b)’ direct activation et tise ERK cascade:
Ta tom dasen the reicase ut 5-HT trnm interneurans, Gi-coapied receptors migist actas presynaptuc ausereceptors (inhibition is indicated by -I). Wisen
expresseS et tise surface of sensars’ neuroos, Gi-caupled recepcoss cas inhiisit tise Cs-dependens activation ot the cyclase and turn down sise cascade
(red padiseay). Undes suctained release al S-HT, Gu-caupled receprars migist complement tise activatrnn cf tise ERK pasfsvay by transacsrvatian al Trks
or direct activation al ERK campanents. Resides tise PKA-eignai pas[seay, sisere usa pisospisolupase C-PKC signaling patlseay actseated fff’ S-HT recepsors
(beige pesiswas’). Gq-coupled receptor-activated pisospisoispase C (PLC) pradaces diacyigiycernl (DAG) end inositol tripisospisase (iP5) by cleasinq tise
pisorpisatidsi inasstoi PIF2 IP, is muses-soluble, anS can diffuse ests tise cytoplasm. Tisere ut bunds soc receptor on sise endoplasrsric rehculum ta release
Ca2’ tram intern stores DAC remains in sise membrane, wisere it actvares tise prnteun kinase C (PEC). Gq-couplnd recepsors miyist also ise capable
ut enisanang tise activation ut tise ERKs. Ra clanuty OOi)’, nia differens sets ni Trk receptan end tRis appear an tise figure; sisere ii na esidence tisas Gi-,
Go-, or Gq-actuvated pasisways madulete distinct pools ut tRis. Transmitseravailaisi(sy and releasecan eisa bedependenton activation cf otiser signaling
malecales (e.g., FisC, Ce°) as sismvn isy gray urraws. Speculative interactions are represensed b)’ f - - - ). Tise malecular mecisanusms anderiying
serotanergic modulation ut MNs are stiil pnorW understoad und scere omitted an sus diaqram.
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Corrpnaiing outhûr. Dhpartemcnt de biochinne, tiniversitè dc
Montr4al, CV. 6125, Succursak “Ccntnc-tiflr, Momréat uihn, Cuitada
mc 337. Id.: +1514343 5502; fax: +1514333 2210.
Prescot nidresa: INSERM U563, Purpun tlnivcnsity Hospitul.
Or Buyluc, Toulouac 31000, Fonce.
2 The tira iwe authons connihutcd equallv te ibis wo&
Prcscota&fress: Dcpancmcnt dc Scicneeç hiologiquev Urlvcrçità&
Mentréal, Montnial, Cevnia, JUC 337
1978; Vandekerckhoue ami Wibcr, 1978; Hennan, 1993f
iltcy are eneoded bi’ difPetent genes thai probubiy evoived
1orn ii cottiinoti uneestor and are exprcssed in u tissue
specific manner su esting (bat this gene rnultiplicitv bas u
functionai sitenificanec for die organism (Ruhenstein, 1990).
Actin isofomi-speciile lntnsc’ripts dtspiay high sequenec
sirnilarite w’ithitt (bat cndmg reginti, but hinhly divergent
5’- and 3’-uniranslated regmus ibis latter domain cuntatns
CtS-aCiiflg sequences responsihie tir the differentiai local
ization of die transcript ivithin die ccli (Hill ntd Gunning,
1993; Ktsluuslcis et aL, 1993; Bassell et al., i9’J9).
Actin isnfonns present u hïghiy onserved peptidic
structure titat reflccts the eunstruints itnposed hv dtc large
nuntber of interactions behveett autin nid other ccli
components (Ruhenstein, 1990). They nevenlteless cnn be
grouped intct Iwo classes accnrdittg in ihe suquence ofilteir
N-temitnai part (Htghtower nid Meanher, 1986: Flemian,
1993). Actins of clans t, which arc non-muscle tsotbrnts,
have u Mci—X-tenninus sequenec cehere X n an actdtc
residue.Acttns of clam [f, or muscle aCtins, usuuHv have u
I 0964959.S - sec front natter e 201)4 Chester Inc. AIl rights rctervcd.
dm10.1 Ott/febpc.2fr141 1.005
Annexe 5: A nove! actin isofi)rm is expressed in tue ovotestis of Ap/vsia ea!ifin’nica
11i4 If ,qiii tu ( t, ,u,tutiuc &tt )iiiiitS’t !Ji’I,. i,ut H 145 ç15Jj, 41)3 1i)s
271
Met-C’ys-.\ suquenec svherc 1 u any anuno aeid. (vS s
suniutinies replueed 1w GIy or Alu t l’uiturd and Couper,
I YlStt: Sheicriine and Sp.irniw. 1 Y94
[)urinji ogenesis. u tunt’nunaI actin network s ruquired
tir ptp I uah,ation und SUquLsietilit! ut speciI’iu uviterials
crtit’iit lot [urihc’r dc l p!iient Fur eNainpl e, ibis netss urk
s e.st’ntitil iii tue dit7iouniiuI transport and tuujIiciiuii ut
spc’citie ttulsc’ripLs ut ihe putc and die temporal und span ai
cuntrul tut tiicir irunst alu ii t \ltu n and Cote. ) 1 ht
uetin network is tu1hiv e ceritruied n the cortex ot’uocvtes
(Vong ci al.. i)9?i. u poswlatcd sue tut sturace ut
irpItiaeiictics’ahiirtces t \Viisun. I 904 L t hen, actin s
iiisuilscd in t1w sari iu ii rp iuleitut t’bauiots that cuor
atter ttxtili,utioii. in particutir, hundtes and iieshwork ut’
ucun ii lamerits arc pre ciii in the tiri itiiation e inc. the
ni crus itti anti in thc’ cortical laver, sunuestinp an lilifluttlint
rote Oit this protein in ihe spemi recepuon mechanism ut the
cnn and in propcr distribution of naterials n dividmg
blastuuc’res t Haitaguetti un] Mahtuc’tii. I 985 r
tri tins paper wc report he citininn ut un tp/i:viuu uet in
cUNA speciOeutiv cxprcssctt in the uvntciis. I ht’
sequenec ut’ the pututisc’ pruiciti s lughlv ttiiiiar tu thosc’
If tu u uther pues iuustv u huructeriid lp/u:iu uuactitts
t UcsGroscillers et a[, t9l). 1494 j. intereiingiy. using in
situ livhridi,.ation, sue tut’uhzed its transcnpi in inhinaturC
ou c’vtc ()ur rcsulls sliOS\ huit an isouctm s spcei ici] Iv
cxptesscd in the tp!rvtu: oocytes. suegestitin an important
ru t’ Oit tin s tuilecute in die devctop;ncniul pr cesses that
ou cor in dit’ izus u t’ this inuit lusk.
‘i l;itr’riatsaitd ttictttutis
‘. I. ,tiiintuul.t
.tp?i:uiuu ua/i/rurn/ua (lOti 250 ut sucre ptirchucd ihum
M urine Spceitucn Uniuimied Pacifie Pulusudes. CA USA t
or hum thic rtflhiViui ReSu)lltce Paci litv t \Iiwni F C. t SA L
I heu sucre :iiainiained in a tarure. aemted reclrculatuin
seau net tank ut 15 t and tA es L’uv uther dav id lihitutn,
A
kb 1 2 3 4 5
.l. lliulCi)1ltu’ t/u)iuiitt? 11/ zip. R 7 cD:\, t
Pilier iriplicaies ufa tiû usottsos cUNA iihrurv iscre
hvhrid iicd ii Iuuh sirinuclic’v ui h ci ther ont’ ni’ thc
tuilosuunut probes: t Ii tilt B1ti _S1;ht thigmdni ni’ the
sticaih uclun c{)NA position 31(1 999: (ic’nllank accession
nu, _\SISIuX t. sittu,uicd in tue juin c’oduii rc’nIon t Dt’sGro—
scillers et al.. 1991(1: (Ii thc.Vhuut EusuRI 3’U I R ti—aurmentot’
die sheatti au lin eDN.’\ Ipuusi [suit I lti9 1330: GcnBank
accession nu. 15150511 DesUruscillers et al.. 1990 t: und 1 t
dit’ B! I. 1u u) Ri luuurnicnt .‘ U FR fninniunt ut ihe neuronal
dcliii eUNA (position lIft I5Qtz: Cic’nbank aueessluun no.
t (il 15h (Dt’sGruuseilter et al., I as dcst’rihed pue
viuucust \kiektuini and DcsGtuseilicrs, I 991 t. (loties
positive tOc probe 41. but nuit Oit probes ‘2 and 43 were
uuulaied. OCR ai ipli lied, suhetont’d iti pRluest’ript t Strata—
urcne, La toIla, CA. USAi and sequeneed aceording tu the
17 scqcuenciiig kit protocul (Amcrsham Biosetences, Bauc
d’UriiI. t’)( . (“aiadat,
,
,i. ;15 jut’hc’t’ji Plut lu! 0/1 ii,
luttai RN \ suas estraetc’d bu tue nuutniduic—isuttIuiocvui—
nate proeedurc t DesUmsci tiers et ai.. I 9x7 t. an] potvt.\t’
RN\ isolaucd on utlinotd I t—cet lutose type 7 eotuinns
tAnerslianu Bioscsencest. len niiecuismms tut pols4 !\pi—
su etc sep:urated h’, electroptiuresis on u luu aururose—
jiunituldehude cl. nid hlotted uunto Hvhuund—N’’ titters
Aiucrshauti Bioscicnces t Hvhridiiinoiis wcre pertomicd
ut tuS C Or lii h in 5 ‘ SSC, 5 ‘ [)c’nhcirdt suttuiuon,
il 1° SUS. und lOt) t tu mL dcnatured salmon spenn
UNA. fotiusviniu tir bridicatiim. li ter htuuts were svashed
ni u. t 55E’. 0.1 u SUS at 05 C’ an] exptuscd tut Kodak
X—ras iittn f Auicrstiuim Biuscuences I ut Ht) C (Or ci tuer
Iii h ut u sveek
1. t. RA t /1uuubu utS in situ /ut’/urizh:uutiuun
apAC I,. cUNA suas digeste] ut ihe Unuu/tt Ecutkt
tcsirienofl sites inuelco rides t 341 und 1570 ni the 3” t. [R I
B
kb 1 2 3 4 5
0.24—
9,4
7,4—
4,4—
:: .iI
0.24—
9,4—
7,4—
4.4—
2.3—
1.3- W
hs. t. hsprcsir,ut of unir isoSurnu ai. pluie iissucs, Honhem tiusi au::uivsa al OsAs suaiat train .tpiseu i:ssues usmo ecixA ecueuuees euirreuprdtn tu
il \c i r. ru, i u u itt .up c Oit i Hi pr b t ai’ t tut, t u.. t_art au- os t t tir 4 Lis Or C \S
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IR Lzpputia ci al. /Canqiaezrirc &xkneixrrr sud PMsielogr PenD 141) (2(3)5) 403409 40
5
5’ CGGMGAGGGCGGTGTGCCGMi-Ci-ACCGi-AAGAGi-AAGGAGATATAGATi-TAi
-AATCi-AGAi-Ci-AMTAGi-A 75
Met Ale lisp 0)13 Mn VaL 6
Gi-i-Ai-Ai-TAPI’fCAGi-MCACT7G27’TTGGGi-Gçi-TCAjLrAGAA7’i-ji-G îG 0CC GAi- GAG GAT Gi-i- 146
Ale Ma Leu Val Val Asn Asn GIy 3cr Gly lIer Lys Lys Ma Gly Plie Ais GIy Asp Asp
25
GctGCiCrrG-r&GGACAA;GŒcTc’rGGCAi-o(oCMAGci-GAi-riGCAGGGaACr1i-: 2(3
Ale Pro Arc Ma Val Plie Pro Per 11e Val Gly Ai-q Pro Ai-g ais GIn Gly Val Mot
Val 46
GCTCCACCTGCTGi-ACi-CCGTCCAPIGTTCGACGACCi-Coi-LAi-CAGGPIGTGATGGi-i-
266
Gly Met Gly GIn Lys Asp ter i-pi- Val Gly Asp Glu Ale Gin Set Lys Ai-g Giy lia
Leu 65
GGi-ATGGGCCAGMGGACAGCTATGi-CGGAGACGAGGcTGAGi-CCMGAGAGGTAi-C
CC 323
rit Leu Lys Tyr Pro lie Glu Gis Giy 11e Va) i-Or Mn Tri- Asp Asp Mer Glu Lys lie 35
ACi- i-PC MG TAC CCC (Cri- GAG CliC GGT wri- Gi-C ACC AAC TGG GAT LAC Ai-G CAL AAG Ai-C 338
Tz-p Gis GIs I’Gr Me i-pi- Mn Glu Leu Ai-g Val Ale Pro Glu Glu Gis Pro Val leu
Leu 11E
10G LAC CAL ACC TIC TAC MCI GAG LIII CGT 021 0CC CCi- 0M GAG CAL Ci-I CC Ci-i-
Ci-i-413
liii- Glu Ale Pro Leu (su Pro Lys AIs Asti Ai-n Glu Lys Met i-hi- Gin [le MoL Plie Glu 126
ACA GAG Gent CCC CC AAC CCC liftA 0CC AAC AGA GAG MG Ai-G ACA GAG AIT Ai-2
CC CAl, 518
TOi- FOc Asn Sur (ru Ale Mut Tyr Val Ale 11e GIn Ale val leu ter leu i-pi- Ale ter 146
ACi-i-TCAACTCACrAGCCATGTACG:GGCTATi-LAGGCi-GICCi-Gi-CCCWTACGCCTCi-
568
Giy Ai-g i-hi- TOi- Gly Ils Val Leu Asp Set Gly Asp Gly Val TOi- Gis TOi- Val Pro
11e 16E
GGTCCTÎCTACTGGTATi-GTGTTGGACTCTGGTGATGGTGi-CACCCACACTCi-CCCCATC 628
1yr Glu Gly Tyr Ais Leu Pro Gis Ala 11e Met Ai-g Leu Mn Leu Ala Gly Ai-q
Mn Leu 135
lAC GAL Coi- TIti- CCC Ci-i- CCC Clii- 0CC Ai-C IiTG AGA Ci-u LAC CIL CC CCC CCI GA
i- CC 63e
riz Asp riz Leu Met Lys 21e Leu ‘Arr Glu Ara Gly Tyr Lei- l-ho Arr i-Or TSr
Ala Glu 21E
ACC LAC TAC Ci-C Ai-G MG ATA Ci-G (Ci- GAG (CG GGC TAC AGC i-i-C ACA ACA ALT OCT GAG 748
Ai-g Glu i-le Val Ai-g Asp 21e Lys Glu Lys Leu Cyn i-pi- val Ale Leu Asp Plie Glu
Gis 226
AGAGI,AACGi-GGIIGCAGATCAJ)GGAGMGCTgIm;TAGJICGCGfl’i-GACCCGAACrJ, 813
Glu Mer Gly TSr Ma Ale ter Per 6cr TOi- Leu Glu Lys Set Tyr Glu Leu Pi-o Asp
Gly 245
GAA ATG GGT ACT OCT GCi- TCG 2(7 TCA ALT Li-A GM MG 1.02 TAi- GAG TTA CCT GAi- GGA 868
obi Val lic i-hi- lie Cly Aso Glu Ai-q Pho Mg i-hi- Sen Glu AIs Met Phe Glu Pro 3
cr 266
GAG Li-A Ai-r ACC Ai-T CCC AAI GAG ACG i-ri- CCI AGI 2CC GAG GCi- MG i-Ii- CM C
CA 2CC 523
i-0e Leu Gly Met Glu ter Aie Gly Val Gis Glu Thr Thr Tyr Asti Sur 11e Met Lys Lys
236
CC i-tA GGT Ai-G CM TCi- GGA GGT GTC LAC GAG ACC ACG TAC (AL 2CC Ai-C Ai-G MG TGC 538
Mn Val Asp 11e Ai-g Lys Asp Leu Tyr Ale Asti i-hi- Val Leu Set Gly Gly
ter ‘Arr Met 316
GAG GTG GAL Ai-G LIT AAG GAG Ci-C TAC 1CC AAC Ai-i’ CC Ci-G i-Ci, GGA GGA 2CC
ACC Ai-G 1046
‘Ajr Pro Gty 11e Ale Asn Ai-g Mer Glu Lys Glu 21e TSr Arg Leu Ale Pro Set Tri Mer 325
‘li-ii- CII GGC An’ OCt GAL LGI MG CM ,IM LAI Ai-C ACA POT LIC GCI CGA AGI AL
.!, A!’G 1116
Lys i-le Lys I1 lie Ale Pi-o Pro Glu Arg LyG i-pi- Soi- Val i-i-p 11e
Cly Gly Soi- 21e 14e
AMi Ai-C MA Ai-C Ai-A CCA Li-A CGG GAG GGo MG i-Ai- i-Ci- Ci-C i-Go Ai-i- (LIA C-Or i-Ci- Ai-C
1163
Leu Ale Set Leu sur i-ht Phe Glu Glu Met i-i-p 21e Cci- Lys Gin Glu Tyr Mp Glu
ter 365
CG GGG i-Ci- CG 2CC ACi- i-C CAG GAG Ai-G i-GG Ai-C i-CG AAA LAI, GAG TAC GAT
GAG i-GO 1126
Gly Pro Aie 21e Val Gis Are Lys Cys 10e ‘‘‘
375
CC CGG 0CC Ai-T GTG GAG AG-G liM i-02 Ci- i-M CT-GTAMGAGTACCAGTCTGCGCGi-T
i-7CGAG 1255
i-
13(5
T
1414
Ci-TŒCGCi-i-CGAi-Gi-CGGCi-IIITATCACCTTCCAi-i-i-GAGi-TCGAGGCGICCL1i-Ai-G
CCCAi-CCCi-TGi-GA 1131
li-Jtl’IIi-i-MJIAMTTAAAti-CIGi-ti-Gi-GCTIGIC .1’ 1571
Fig. 2. Nudcoiidc ai-4 dnisccd amine seki sequesces cf 11w ApOsta apACl’1 cDiS&, Amine scidi src numhcred sterling s
i tOc Oral MG chOc opes rrsdicp
franc. Gc,illsnk accessien ne. AY703939.
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uiid die resuinng [usotient ous suheiiined iii PGE\l—77
ininiegu. Mudism. \\l. tiSA uRN-\ probes u
OhtLiined hy in vitro trutiseripuon usinu 17 amI-sensu
pruhet und Spi isense probe RNA poistueruses t ‘banna—
cia Btuteeii.. Baie d’UrC. (tE. Canadut in ihe presence iii
d taoxi genin—U [P t Boehringer M unnhcim. Lus ai. QC.
(‘anadai. aecorihnn tu die tiunuiheturers tnsimeuons.
[lie sue and amounts ni labelled itNA sucre c\aiuated
h’ Nui ilium blutiitiL aller sepuration on u i’rnialdeliyde—
ugarosu gel. Probes ss cru aliqm’ted nid stiired ut Xfl C
until use. In situ hvhridizaiioii suas pertuniied on parumn
tissue sections, as deserihed previouslv Zappullu et ut.
i999t.
3. I{cstiits
3.1. .Uu/cuuIn ii iii:nij o? o nuit’! Lii!!)! cLtVi top_iCi,,)
spi-itiiulli’ crpr4’.Or’;! in . iphaiu u)’i)k:Ou
Nurthem bio experunents usmg un aettn open readmo
Crame scquenee us u probe sucre dune tu studr die
ditiirentiul distribution ut aetin isutiinns amimg tplisi,i
tissues. iranseript ut’ lii 111111 1.3 kh. liteR euding fur
tue uciin neuronal and uheaili tsulomis. resncetiseiv
t UesGruseiilers et al., dUt), 1904 j. ssere ssidelv ohsened
unono tissues althouoh their ievcl u)’ e’,pre’siun varied
tl—tg. i A. In ail die tissues analvxed. tue neuronal isoucnn
uppeured ihe must ahunduntlv expressed isoiiinn. TItis
soumit is parti eularlv ahundant n die ovutestis. n’hereas
die sheauh tsmmaeini s hureiv deteetuble iii titis tissue.
interesiitiolu an addinonul hand ni’ 3 kh su us speeiiicaHv
uhserred in RNA r0uiaied irmmni us utestis Fig. lA t. in
urder in eharacterize titis transeripi. sue screened paphcatcs
iii u 4!tli’u Ap! alu ou otestis cUN.\ I ihiurs n di probes
dcro cd fromu etdicr die ueun cudimig regaim or [rom tlte 3’—
unuranslated reuiun i 3’ —U 1k oC die tu;; eloned ieiin
eliNAs. \Ve Iiopitthesized that clones iltit hvhralise ;smth
die probe i ti die comuniini eudi tig reg on, but nut wttli
those in uhe 3’ t Ttts are I tels iii code ibr u new aetin
isouimn. By adupung titis siraiegy. sue sucre ahie tu clone
u full iength eDNfAeoding fir u nuvel aetin iso[bnn thai
use numedupAClos iFtg. 21. lite cUNA s l50
tmeleotides long and dte intttaair A I G found ut position
III s fol mmcd bu an open retiditig imite oi’ li 2X
nueleotides.A pimiennal poicidens’latimm signal site s
[mund ut position 1547. Wliile tue cuduig regiun ut
ip.’\E’ [us is sinthir hi duue mmi the ioher actai isufonus,
nu equ:nee su niluritu s obsers cd in the 5’— and tlic 3’—
U [R. uf rcspeetis clv 13 i and 300 hp.
A
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lu de ntinle iLs tissue distnhutittn, a Nu rihent hiut ts as
hyhridtced wtth a pwhe irespunding tu tite 3’ Ui R uf
apACius Fig. t Bt. Utu hands were spec tticuiiy detec’ted
iii R NAs isutated Frutit uvutestis, denumstruttng the tissue—
speci lie tv ut’ titis gent’. llic’majttt hand was uhserv cd aL
aruund t (t kh. tthieh s ccrv cluse tu the sizc’ ut dit’
isuiatc’d e[_)NA A ntinut hand guis aisti t si hic’ at ittiutiLi 1
kh, Sinee tlt 3 kh hand hvhridtzcs st ah thc’ apAC [uv
lUI R pruhe. iL iikeiv dertves hum altc’matttc spheittg ut
ci dittrcntiai ehutc’e if pulyadenvlauun sites, generating
lunuc’r Ç’ I[[ and ur 3(_t I R
3.,’. Pt’iniun’ ,q)tdLfttïi’ tt! (i1}rl(”fifl’
Irunsiatiun ut’ tilt’ eudinci reciiun ciicrates u putative
apAClut protein ut’ 37L ami tu ac’ids ihat shows 9tt” n and
()4o sequenec tdentit w di the neurunai t Dc’sGruseihÏcrs et
ai., I 9L)4 and die sheath (DesGruseiflets et al.. t 990 t ac’tin
isutunits, tespectivclv (Ft, 3A L [lus lutait scquc’tuee
idc’ntttv is eunsistent svittt tue ohsetved itigh su nitarutv ut’
actai usutitntcs in kc’eping with thc’ir primarv sc’queiicc’s cund
titeir phys tuai attd c’hettuic’aI prupetti c’s Shetethn t’ and
SpalTuw. 901 As fit ail autin isutunns, the N—tcnnincis
il ap\C’Tut us ucidic’. t’onscrsatton ut’ titis site is
uttipurtatit stflCc’ t i intuit cd ii tttvtisiti LWtIVUuItl!i atid j,
close tu ut pati ut’ thc’ hundurua site fut u nutnhc’r ut’ aeLuiu
hmdina protc’rns iShctetItne und Span’uw, t904i. In
ctpAC lus. an Ahi anti u \tut tcstdttc’ are fliund tc’spcetivciy
upstreuin and duwiistteatut ut’ Lite N—tc’niuunai eunsctved
sequenee AIa-Lc’u-Vui-Viui-Asp-Asn-Gk-Ser-Giy’. sua-
A
C
—j
s
acsting uhat apAC’ [u t us mure eiuseiy telatcd tu evtupi as—
Hic’ Luactins (Fig ,36j t PuHurd md Citupet. 1980,
Ruhenstein. t 99tt[ Huwc’t et. the prcsc’nuc’ ut an A la
iuliuwuiuu the initiai \tut residue w reulinisc’c’nt tut’ muscle
tsuac’tun IFia. 38 t t l’ut lard arud t_’uupcr. 19X6: Sheturlune
und Sparnnt, i991t,
3,3. ucttClut’ ntRA, t 15 httitlt 10)5 ,,uttutcd iii ihc , lpIi:vtu
(5i,’i’lt.r iVt(ttili /iti’c’r
In situ hvhtidu;atiun espc’rintc’nts w c’te lien pur[itmed
ttt intesugaic’ die SItt’( st Lit CXptCsSttln itt apAClttt iii Lite
,tult’.siu tuvutestts, Usttug the antisense probe, spcet Oc
signais w c’re ubsert cd n iuun iluluatute u,,evtc’s t Fig.
4\i. Ottir structures were tuegati’ c’,At the suh—ectlular
lut ci, tue upAC lut transc’ript w as nut ctnufonniy disttth—
mcd wutiun t’uevtc’s but w as iueai uied un u ereseeni—] Au
structurC Lut the eurtieul taucr (Fig. 18 ut itt large
itutetus iii ut the sutfaee uf tue eag tFig. 4C atud 4I)t,
Ihe signai spceutieity tuas euntinued hy Lite absence ut’ ails
signai whc’n udtuuenl seeti,uns wcte luvi,tich,ud wu tu due
seuusc’ probe t data mut shuwn I’
4. I)isc’tissittn
In this paper. tue c’tuaruetertzed an , t, culijut’nii u actai
cittunn speeit’ic’uil exprcsned iii die uvtttc’stus. Di ffetentiai
tissue—speei tic expression ut’ the threc’ :ipli’niu udin genes
is lukc’iy depetident un prumoter sequenees and tissue-
B
D
FOi. 3. tn sim hsbriduauion of apAt’t,.. on paraffinai Ceiion of tpleu ovoiests. I A) oR4A dcsn’ibutter of lai apAC’i n’arurpi in several One(lut
Magnifienttocu JI . Ht Posiuivc sitnak arerestnnid in ere’eer,t.Itkc suehstes r tOi tonteai averofiFe oonyt. Manifieatton: 49 ‘ ((‘t Ht he AC,[
IranscrIpi s aLto prcscnt n mierovitti ai ihe ‘w4’ace ai tOi cpn. Maonficaton: iii)’
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specitic transcriptioiml regu]atien. Tint çodin Tenon ut
apAClin is highiy identical tu those af tint twa prcvious]y
isoiated Aplnsia aciin isefiinns (DesGrt.isili ers et ai., 1990,
1994) and clisplays sevcral keu featunts commun ta
eukaryotic actins: in particular, Qys286 nid Cys375,
Tyr7l anti Lys239, thought ta be invo(ved in mynsin
hinding. actin poiymcriztition anti Interaction wiih tropo—
mynsin, respectivelv. are well eansereed (Hightower anti
\canher i 9))6), Sequenec analysis cf tInt N-terminal
extrenuty, whieh provides e simple classification eriterion,
places apACTov within non-muscle isoactins (actins cf
Class I). I lus is Consistent with lite more nenerai oh—
servation thai invertehnoes only express cytoplasmie-like
actins, heing the cvclutionarv arehetypes tif actins (Sheter
lute anti Sparrow, 1994).
In contrast, die nueleotide sequences cf the 5’— anti 3’—
untranslated reginits are duilererit fnnii those et tint other
.1plvsia tictiii isofomts. li is nmv well documenied that
specific sequences in tint 3’-untransiated reoion rgulatc
the suh—ccllular transport anti localizaiieu cf several
mRNAs (Hill anti Gunning, 1993: Kislauskis et al.,
1993: Basseli et ai, l999).Aiuong thcm, isoactin niRNAs
are dutkrentially localized in sub-celiular compartments in
many ccli types anti speeies. In mummals, e eis-acting
zipeode sequence in the 3’-UTR cf [1-actin mRNA
(Kisiaustis et ai., 1094) anti trans—aeiing zipcodc-bmdmg
proteins have heca ideniified and allcw regulaieti local
izatiun cf die tmnscnpt (Rots et ai, 199?).
1.1. Possible pÏnsiological mte.r ofap.1C1?w
‘Rie stib—ccllular iocah,atiiin of apACïev mRNA ta the
cortex cf immature oocytes is consistent with previ005
reports in scuenil species showing litai titis structure is
particuhirly rirh in poly(A)+ anti more specifically in Ccli
RNAs tWacson ci al., i993L luis RNA oruanization may
regulate appropnasc trunsi aliun ef ru RNA ni tinte anti
space timing oegenesis anti proper segregation cf mRNAs
in dividing blastomeres. Hcweeer anti in contrast tu
puhlcsheti data shossing uniform cortical distribution et
RNAs ail arounti the oocytes, apAClov RNA suas
obsen’ed in crescent-like structures or in microviili et
one pole cf lIte cgg. ibe highly specifie localii.ation of titis
netin niRNA sueizcsts that it may play spceiaiized role(s)
dtirinu eogcntsis and/or in lixtilizcti eggs. ‘lite presence cf
apAClnv ntRNA in rcseent-like structures anti inicmviiiI
may be important w maintain e high ievei cf the apACTou
protein at specific site cf lite cortex as a tesuit of rcgulated
local tmnsiauon. Tint cnriical cvtoskclewn is thouuht hi
participate in e number cf events in cari)’ tievelopment,
ineiudmg tint incoiporation cf die spemi nucleus hy the
eg tTilnc antI Jaffe, I 900), the migration ut intraceilular
vesieles ta Ihe ccii cortex (Aikn et al.. 1991) anti the
fonnation ut’ die contractile appariOns fot cytokinesis
(Mahuchi, 1993), Some cf titesc funciions may be
regulated hy e restricted oocyte actin gene. It sviil be
interesting in nivestigate the niechanisins munis cd in lite
temporal anti spatial transport cf opACToi’ mRNA tu sub
cellui ai’ domains.
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